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Zusammenfassung   1
1 Zusammenfassung 
 
Vaskuläre Endothelzellen bilden in vivo als innerste Zellschicht von Blutgefäßen eine 
mechanische Barriere zwischen Blut und Gefäßwand aus. Aufgrund ihrer exponierten Lage 
sind sie direkt unterschiedlichen Kräften ausgesetzt. Neben der durch den Blutfluss 
verursachten laminaren Strömung wirken in situ weitere gerichtete mechanische Reize wie 
der rhythmische Wechsel des Gefäßdurchmessers durch Herz- oder Pulsschlag oder eine 
permanente Krümmung der Gefäßwand auf das Endothel ein.  
 
In früheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die Apoptose makrovaskulärer 
Endothelzellen spannungsabhängig durch eine autokrine Schleife reguliert wird, die aus dem 
Rezeptorkomplex Integrin αVβ3 und Integrin assoziiertem Protein CD47 sowie dem Liganden 
Thrombospondin-1 besteht. Während Integrin αVβ3 unabhängig von äußerer Krafteinwirkung 
konstitutiv exprimiert wird, kann CD47 unter Einfluss von gerichteter Spannung nicht 
nachgewiesen werden. Nach dem Wegfall oder der Störung der physiologisch ausgeübten 
Kräfte kommt es zur Expression des Integrin assoziierten Proteins und zur Freisetzung des 
löslichen Liganden Thrombospondin-1, TSP1. Nach Ausbildung des aktivierten 
Rezeptorkomplexes aus diesen drei Komponenten erfolgt die Einleitung der Apoptose.  
 
In der vorliegenden Arbeit wird die Regulation der mechanosensitiven Apoptose 
makrovaskulärer Endothelzellen näher charakterisiert. Hierzu wird zunächst mit Hilfe einer 
Plattenkegelapparatur die spannungsabhängige Regulation des Integrin assoziierten 
Proteins untersucht. Dabei kann weder auf Transkriptions- noch auf Translationsebene ein 
Unterschied im Expressionsmuster von CD47 festgestellt werden, egal ob die Endothelzellen 
unter laminaren, statischen oder turbulenten Bedingungen kultiviert worden sind. Dagegen 
zeigen Fluoreszenzstudien mit verschiedenen monoklonalen Antikörpern gegen CD47 bei 
zwei Antikörpern gleiche Färbemuster unter allen Strömungsbedingungen, während ein 
weiterer Antikörper zwischen laminarer und statischer bzw. turbulenter Kultivierung 
diskriminiert. Dies legt nahe, dass Integrin assoziiertes Protein zwar konstitutiv exprimiert 
wird, jedoch einer mechanosensitiven Konformationsänderung unterliegt. Weiterführende 
Experimente, in denen die Auslösung der Apoptose durch mehrere spezifische Antikörper 
und peptidische Inhibitoren charakterisiert wird, untermauern diese These.  
 
Im Zuge dieser Untersuchungen wird eine Beteiligung des APO/Fas Rezeptor Liganden 
Systems an der mechanosensitiven Apoptose makrovaskulärer Endothelzellen, ausgelöst 
durch Aktivierung der autokinen Schleife aus Integrin αVβ3, CD47 und Thrombospondin-1, 
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nachgewiesen. Die Regulation des Fas Signalwegs erfolgt über die mechanosensitive 
Expressionsregulation des Fas Liganden FasL, während der Fas Rezeptor CD95 konstitutiv 
exprimiert wird. Die Expression von FasL ist abhängig von der Aktivierung des 
multimolekularen Rezeptorkomplexes aus Integrin αVβ3 und CD47 durch Bindung des 
Liganden Thrombospondin-1.  
 
Fluoreszenzstudien zur Lokalisation von Integrin assoziiertem Protein mit Hilfe eines           
C-terminalen Fusionsproteins aus CD47 und dem als Fluoreszenzmarker dienenden Grün 
fluoreszierenden Protein GFP liefern aufgrund mangelnder Auflösung keine 
zufriedenstellenden Ergebnisse. 
 
In Zusammenfassung der erzielten Ergebnisse wird ein Konzept zur mechanosensitiven 
Apoptose makrovaskulärer Endothelzellen erarbeitet. Unter physiologischen Bedingungen 
können αVβ3 und CD47 durch die inaktive Konformation des Integrin assoziierten Proteins 
keinen funktionalen Rezeptor ausbilden, der nach Bindung von TSP1 über die Expression 
von FasL Apoptose auslöst. Nach Wegfall oder Störung der gerichteten Spannung ändert 
sich die Konformation von CD47. Der Rezeptorkomplex aus αVβ3 und CD47 lagert sich 
zusammen und kann durch Bindung von TSP1 aktiviert werden. In Folge wird FasL 
exprimiert, der wiederum CD95 bindet und diesen durch Trimerisierung zur Auslösung der 
Apoptose aktiviert.  
 
 




2.1 Das Endothel 
 
Das Endothel kleidet bei Vertebraten als innerste Zellschicht die Blut- und Lymphgefäße 
sowie das Herz aus. Es stellt mit ca. 1012 Zellen, einer Masse von etwa 1,5 kg und einer 
Oberfläche von 1000 m2 [Gray, 1989; Lemarchand et al., 1992; Helisch et al., 1999] neben 
Haut und Gehirn das größte Organ des menschlichen Organismus dar. Der Aufbau einer 
Gefäßwand variiert abhängig von Gefäßdurchmesser und Funktion: In engen Kapillaren und 
Sinusoiden bestehen die Wände ausschließlich aus einer dünnen Schicht von 
Endothelzellen und einer daran anschließenden Basallamina. In großvolumigen Gefäßen 
sind die Endothelzellen einer Schicht von Muskelzellen und Bindegewebe aufgelagert. Die 
Venenwand weist prinzipiell den gleichen Schichtaufbau wie die der Arterien auf, ist aber 





Abbildung 2.1-1:  Schematische Darstellung von Arterien, Venen und Kapillaren                         
[Microsoft Encarta, 2004]. 
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Die Venen besitzen als wesentlicher Bestandteil des sogenannten „Niederdrucksystems“ 
eine 200fach höhere elastische Dehnbarkeit als das arterielle „Hochdrucksystem“. Durch 
diese Eigenschaft fungiert das Niederdrucksystem als Blutreservoir und enthält beinahe 85% 
des gesamten Blutvolumens. Der Aufbau einer Arterie, einer Vene und einer Kapillare ist in 
Abbildung 2.1-1 dargestellt. 
 
Eine wichtige Funktion kommt den Endothelzellen in der Entstehung der Blutgefäße im 
Embryonalstadium zu. Während dieses Stadiums entwickeln sich die verschiedenen 
Gefäßtypen aus einer gemeinsamen Vorstufe, die lediglich aus Endothel und Basallamina 
besteht. In späteren Entwicklungsstadien kontrollieren die Endothelzellen die Bildung des 
angrenzenden Bindegewebes und der Glatten Muskulatur [Campell et al., 1986]. Aufgrund 
ihrer exponierten Lage sind Endothelzellen mit Ausnahme der Blutzellen der einzige Zelltyp, 
der in direktem Kontakt zu Blut- und Lymphflüssigkeit steht. Je nach Lage im Körper 
kommen Endothelzellen entsprechend der vielfältigen Anforderungen in vielen 
verschiedenen Formen vor. Sie bilden in den Geweben, in denen eine genaue Kontrolle des 
Stoffaustausches erforderlich ist, eine dicke Zellschicht aus. Ein solches Schrankenendothel 
findet sich beispielsweise in dem Gehirnkapillaren (Blut-Hirn-Schranke), den Kapillaren der 
Lunge (Blut-Lunge-Schranke), des ZNS (Blut-Liquor-Schranke), der Retina (Blut-Retina-
Schranke) oder in den Testes (Blut-Testes-Schranke) [Goldstein et al., 1986; Jaffe, 1984 und 
Warren, 1990]. In Geweben mit hohem Stoffaustausch wie den Lymphknoten findet sich 
dagegen ein diskontinuierliches, gefenstertes sogenanntes Lückenendothel [Wehner et al., 
1996]. Der Anteil proliferierender Zellen des Endothels ist in vivo aufgrund ihrer langen 
Lebensdauer von mehreren Monaten bis Jahren [Alberts et al., 1994] gering und beträgt 
etwa 1 Prozent. Dieser Wert kann jedoch bei Gefäßneubildung (Angiogenese), Wundheilung 
oder Tumorbildung ansteigen [Lemarchand et al., 1992]. 
 
2.1.1 Aufgaben von Endothelzellen 
 
Als Barriere zwischen dem strömenden Blut und der Gefäßwand übt das Endothel vielfältige 
Funktionen aus. Beispiele sind die Kontrolle des Stoffaustausches zwischen intra- und 
extravasalem Raum, die Hämostase, sowie die Beteiligung an immunologischen Prozessen 
wie akuten und chronischen Endzündungsreaktionen [Wu et al., 1996]. 
 
Endothelzellen dienen sowohl aktiv als auch passiv dem Stoffaustausch zwischen dem 
intra- und extravasalen Raum. Lipophile und niedermolekulare hydrophile Substanzen 
können dabei die Barriere durch Diffusion passieren, während andere Stoffe über aktive 
Transportmechanismen durch diese befördert werden.  
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Die von Endothelzellen in Kapillaren ausgehende Angiogenese wird durch stimulierende 
Signale des angrenzenden Gewebes bei Sauerstoffmangel oder Verletzung induziert. Dabei 
sekretieren aktivierte Endothelzellen Proteasen wie den sogenannten Plasminogenaktivator. 
Dies ermöglicht ihnen nach Auflösung der umgebenden subendothelialen Basallamina und 
einsetzender Proliferation einen Zellstrang auszubilden, der dem zu durchblutenden Gewebe 
entgegenwächst [Folkman et al., 1987; Knighton, 1983; Ware, 1999]. Die während dieses 
Vorgangs zu beobachtende Migration der Endothelzellen beruht auf der Wechselwirkung 
zwischen αvβ3-Integrinen und Komponenten der Extrazellulären Matrix wie Vitronectin oder 
Laminin. Basierend auf dieser Beobachtung wird das Integrin αvβ3 auch als Marker der 
Angiogenese bezeichnet [Sheu et al., 1997]. 
 
An der Aufrechterhaltung der Hämostase spielen neben den Endothelzellen auch 
Thrombozyten und gerinnungsfördernde bzw. –hemmende Faktoren des Plasmas und der 
interstitiellen Flüssigkeit eine wichtige Rolle. In einem gesunden, unverletzten Gefäß wird die 
Adhäsion von Thrombozyten an das Endothel und eine Aggregation zu einem Thrombus 
verhindert. Diese Schaffung eines antithrombogenen Milieus stellt eine wesentliche Aufgabe 
des Endothels zur Verhinderung von Arteriosklerose dar. Bedeutende vasoprotektive 
Faktoren sind Prostazyklin und NO, die die Thrombozytenaggregation unterbinden [Bombeli 
et al., 1997]. Das membranständige Thrombomodulin der Endothelzellen steuert die 
Substratspezifität von Thrombin, was zu einer Aktivierung des Protein C führt und ebenfalls 
gerinnungshemmende Wirkung hat. Demgegenüber sind Endothelzellen bei Verletzung 
eines Blutgefässes in der Lage, die Blutgerinnung beziehungsweise 
Thrombozytenaggregation einzuleiten. In diesem Falle bindet das Gewebethromboplastin 
(tissue factor) als Kofaktor den Faktor VIIa, wodurch die extravasale Gerinnungskaskade 
aktiviert wird [Wu et al., 1996]. 
Eine wesentliche Rolle spielt in diesem Zusammenhang der von Willebrand Faktor (vWF) 
[von Willebrand, 1926]. Dieses Glykoprotein wird sowohl von Endothelzellen als auch von 
Megakaryozyten gebildet. Monomere des vWF werden nach ihrer Bildung in das 
Endoplasmatische Reticulum transportiert und dimerisiert. Nach Abspaltung eines 20 kDa 
großen Peptids im Bereich des C-Terminus erfolgt der Transport in den Golgi-Apparat. Ein 
Teil der hier gebildeten vWF-Multimere wird nun in den endothelspezifischen Weibel-
Pallade-Körperchen gespeichert [Weibel et al., 1964; Sporn et al., 1986]. Bei Anwesenheit 
von Thrombin in Folge einer vaskulären Verletzung wird verstärkt vWF freigesetzt, der durch 
Bindung an Kollagen und den Thrombozyten-GPIb-Komplex die Thrombozytenaggregation 
an der beschädigten Gefäßwand induziert. Dieser Komplex bestehend aus dem vWF und 
dem Glykoprotein-Ib-Komplex ist der einzige Rezeptor bei nichtaktiven Thrombozyten mit 
hoher Affinität zu vWF. Da der vWF im Plasma auch gebunden an den Gerinnungsfaktor VIII 
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nachgewiesen wurde, wird dieser auch als „Faktor VIII assoziiertes Antigen“ bezeichnet. 
Wird diese nicht kovalente Bindung beispielsweise durch eine Mutation des vWF gestört, so 
kann der Faktor VIII im Blut nicht bestehen, was zu einer Störung der Hämostase führt 
[Sadler, 1998; Kaufman and Pipe, 1999]. 
 
Das Endothel spielt ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Regulation des Blutdrucks. Von 
zentraler Bedeutung ist dabei das Renin-Angiotensin-System. Das proteolytisch aktive 
Enzym Renin spaltet aus dem von der Leber synthetisierten und in das Plasma freigesetzten 
Angiotensinogen das nur schwach vasokonstriktorisch wirkende Dekapeptid Angiotensin-I 
ab. Dieses wird durch das angiotensinkonvertierende Enzym (angiotensin converting 
enzyme ACE), das an der luminalen Oberfläche des Endothels lokalisiert ist, in das stark 
vasokonstriktorisch wirkende Oktapeptid Angiotensin-II umgewandelt. Dieses beeinflußt über 
eine Vielzahl von Mechanismen die Homöostase des Kreislaufs und bewirkt eine Erhöhung 
des Blutdrucks. Das ACE ist identisch mit der Kinase-II, die Bradykinin, eines der stärksten 
endothelabhängigen Vasodilitatoren, durch proteolytische Spaltung inaktiviert. Weitere für 
die endotheliale Tonusmodulation bedeutende Gewebshormone sind Prostacyclin (PGl2), 
Stickstoffmonoxid (NO) und der nach Stimulation durch Bradykinin und Acetylcholin 
synthetisierte EDHF (endothelium-derived hyperpolarizing factor), die gefäßerweiternd und 
somit blutdrucksenkend wirken. Ein Antagonist zu NO und PGl2 stellt das stark 
vasokonstriktorisch wirkende Peptidhormon Endothelin dar [Ryan et al., 1992; Busse et al., 
1993]. 
 
Weitere wichtige Aufgaben der Endothelzellen liegen im Bereich der Immunantwort und 
Entzündungsreaktion. Erfolgt eine Stimulation der Endothelzellen durch Thrombin und 
TNF-α, so lässt sich eine Sekretion von Wachstumsfaktoren für Bindegewebs- und 
Immunzellen wie beispielsweise der ECDGF (endothelial cell derived growth factor) 
nachweisen. Zusätzlich ist eine Sekretion von PGI2 und Interleukin-1 zu beobachten 
[Fajardo, 1989]. 
Unter Beteiligung des INF-γ erfolgt die Expression verschiedener Adhäsionsrezeptoren der 
IgSF-CAM-, Integrin- und Selektinfamilie, wodurch im Bereich von Entzündungsreaktionen 
eine Adhäsion von Leukozyten an das Endothel erfolgt [Shimizu et al., 1992; Joseph-
Silverstein et al., 1998]. Diese auch unter dem Begriff „Adressine“ bekannten 
Adhäsionsrezeptoren bewirken die gezielte Immigration im Blut zirkulierender Lymphozyten 
und Makrophagen durch eine Lücke im Endothel in das betroffene Zielgewebe. Weitere 
immunologisch relevante, bei einigen Endothelzellen vorkommende Strukturen sind die 
Oberflächenproteine des AB0-Systems und die Haupthistokompatibilitätskomplexe I und II 
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(MHC I, II), deren Expression durch Cytokine wie α-, β- und γ-Interferon (INF) oder TNF-α 




Die im vorherigen Kapitel beschriebenen Beispiele für die Funktion und Aufgaben der 
Endothelzellen verdeutlichen, dass das Endothel im vaskulären System bedeutenden 
Einfluss auf die Regulation verschiedenartiger Prozesse hat. Die Funktionsweise dieses 
Systems wird maßgeblich von der Beschaffenheit der Gefäßwände beeinflusst. Der Einfluss 
sogenannter Risikofaktoren wie Bluthochdruck, erhöhte Cholesterinwerte, Geschlecht, 
Rauchen, Stress oder Diabetes mellitus kann zu krankhaften Veränderungen der Gefäße 
führen. Herz-Kreislauferkrankungen gehören zu den häufigsten Todesursachen der 
westlichen Industrienationen. Grundlage dieser Krankheiten bilden Verengungen (Stenosen) 
der arteriellen Blutgefäße, die mit zunehmenden Alter zu Herzinfarkten und Schlaganfällen 
führen. Bei diesen Verengungen handelt es sich um Ablagerungen bestimmter Fette aus 
dem Blut, die im Laufe der Zeit verhärten, die Funktion der betroffenen Gefäße 
beeinträchtigen und schließlich zu deren Verschluss führen. Diesen Prozess bezeichnet man 





Abbildung 2.1-2:  Schematische Darstellung der charakteristischen Arteriosklerosestadien 
1: frühe Läsion 
   2: fortgeschrittene Läsion  
   3: komplizierte Läsion 
   [http://www.kurzentrum.at/de/gesundheit/gefässtest.htm] 
 
Beim Menschen können Fettstreifen in der Aorta bereits im ersten Lebensjahrzehnt und in 
den Koronararterien im zweiten Lebensjahrzehnt nachgewiesen werden. Aufgrund des 
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veränderten Strömungsverhaltens des Blutes an diesen Ablagerungen, verstärkt sich deren 
Ausbildung weiter. Der sonst laminare Blutstrom wird an diesen Stellen turbulent, verändert 
die Morphologie der Endothelzellen und sorgt ebenfalls für eine geänderte Genexpression 
der Endothelzellen [Davies et al., 2001]. Die Bildung atherosklerotischer Läsionen wird somit 
wahrscheinlich durch eine Dysfunktion des Endothels ausgelöst. Durch die Aktivierung oder 
Schädigung von Endothelzellen kommt es u.a. zur Thrombozytenadhäsion und -aggregation. 
Die Sezernierung von Wachstumsfaktoren wie PDGF (platelet derived growth factor) hat die 
Proliferation intimaler Glatter Muskelzellen zur Folge, woraus die Gefäßwandverdickung 
durch Bildung einer Neointima resultiert. Andererseits verursachen Endothelläsionen eine 
Permeabilitätssteigerung der Gefäßwand, die neben einer erhöhten Expression von 
Adhäsionsmolekülen zur Einwanderung von Makrophagen und Leukozyten und nachfolgend 
zu einer inflammatorischen Reaktion führen kann. Die Apoptose scheint ein entscheidender 
Faktor bei der Entstehung arteriosklerotischer Läsionen zu sein [Bennet et al., 1998]. 
Untersuchungen an Tiermodellen mit Hilfe einer Fettdiät lassen verschiedene Stadien der 
Arteriosklerose erkennen. Innerhalb von Tagen nach Beginn der Diät läßt sich eine 
vermehrte Anhäufung von Lipoproteinen wie Cholesterin in der Intima der Gefäßwand 
erkennen. Wenige Tage oder Wochen später sekretiert das geschädigte Endothel 
proinflammatorischen Stoffe, infolge derer Monocyten am Endothel binden, in die Intima des 
Gefäßes einwandern, proliferieren und zu Makrophagen differenzieren. Diese Makrophagen 
nehmen Lipoproteine auf und werden auch als Schaumzellen bezeichnet. Im Laufe der Zeit 
kommt es zu einem Absterben dieser Schaumzellen und zur Freisetzung der Lipoproteine 
und Zellinhalte ins umgebende Gewebe. Durch die ausgelösten permanenten 
Entzündungereaktionen beginnt das Endothel langsam abzusterben. Glatte 
Gefäßmuskelzellen wandern aus der Media in die Intima ein und sekretieren Extrazelluläre 
Matrixproteine. Hierdurch entsteht eine Struktur mit einem nekrotischen Kern und einer 
fibrogenen, aus Matrix und Muskelzellen bestehenden Kappe. Diese Vorgänge führen im 
Laufe der Zeit zu einer vollständigen Gefäßstenose [Lusis, 2000]. Ein Überblick über die 
einzelnen Stadien der Arteriosklerose ist in Abbildung 2.1-2 dargestellt. 
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2.2 Die Apoptose 
 
Als Apoptose bezeichnet man den physiologischen programmierten Zelltod. Der Begriff 
wurde von Kerr und Mitarbeitern zur Abgrenzung gegenüber der Nekrose eingeführt [Kerr et 
al., 1972]. Die aus dem Griechischen stammende Bezeichnung Apoptose beschreibt das 
Fallen der Blätter im Herbst und gibt damit einen bildlichen Vergleich für das altruistische 
Absterben einzelner Zellen zum Wohle des Gesamtorganismus. Damit wird auf den Verlauf 
der Apoptose im Gegensatz zur Nekrose angespielt: Nekrose ist ein Prozess, in welchem 
Zellen infolge einer akuten Verletzung sterben. Im Verlauf der Nekrose schwellen die Zellen 
normalerweise an, platzen und verteilen ihren Inhalt über die Nachbarzellen, was eine 
möglicherweise schädliche Entzündungsreaktion zur Folge haben kann. Im Gegensatz dazu 
geschieht dies bei einer apoptotischen Zelle nicht. Die benachbarten Zellen werden nicht in 
Mitleidenschaft gezogen. Sie ist ein unumkehrbarer, genetisch gesteuerter Prozess, der nicht 
mehr aufzuhalten ist und unweigerlich zum Absterben der betroffenen Zelle führt. 
Die nun folgenden Beispiele zeigen, in welchem Umfang ein Organismus gezielt den 
Mechanismus der Apoptose verwendet, um schützende, lebenserhaltende Ab- oder Umbau- 
und Differenzierungsvorgänge zu steuern [Ueda et al., 1994; Henkes, 1995]: Virusinfizierte 
Zellen sterben ab und scheiden aus dem Zellverband aus, ohne dass der Virus direkt für den 
Tod der Zelle verantwortlich ist. 
Ebenso werden Zellen, deren Erbgut infolge radioaktiver Strahlung, cancerogener oder 
mutagener Substanzen geschädigt ist, aus dem Zellverband eliminiert, um weiteren 
Schädigungen des Organismus vorzubeugen. Im Verlauf der Metamorphose und der 
Embryogenese werden unerwünschte, überflüssige Zellen durch den Mechanismus der 
Apoptose abgebaut. Verwandelt sich eine Kaulquappe in der Metamorphose in einen Frosch, 
so werden die nun nicht mehr benötigten Schwanzzellen durch Apoptose eliminiert. Eine 
weitere wichtige Rolle spielt der programmierte Zelltod bei der Selektion von B- und T-
Lymphozyten. Zellen mit fehlerhaften Antigenrezeptoren können mit Hilfe der Apoptose 
aussortiert werden. 
Auch das Absterben der CD4+-T-Zellen nach einer HIV-Infektion beruht auf einer verstärkten 
apoptotischen Elimination dieser Zellen. Sie sind als sogenannte Helferzellen direkt oder 
indirekt an allen Formen der Immunantwort beteiligt. Sinkt ihre Anzahl unter 200 pro 
Mikroliter, ist die Immunabwehr des Patienten kritisch geschwächt. HIV bindet über sein 
Hüllprotein gp120 an den CD4-Rezeptor, wird aufgenommen und nach reverser Transkription 
in das Genom der Zelle eingebaut. 
Es ist hierbei nicht die Virusinfektion, welche die betroffene Zelle tötet; im Blut von AIDS-
Patienten ist weniger als eine von 100.000 CD4+-Zellen wirklich infiziert. Demzufolge muss 
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der Abfall an Helferzellen auf das Absterben nicht infizierter Zellen zurückzuführen sein. Wie 
diese Apoptose eingeleitet wird, ist noch nicht geklärt. 
 
2.2.1 Mechanismus der Apoptose und morphologische Veränderungen 
 
Die leicht sichtbaren morphologischen Veränderungen im Verlauf der Apoptose lassen sich 
nach einem Vorschlag von Arends in drei Phasen unterteilen [Arends et al., 1990]. Die 
Übergänge zwischen den Phasen sind hierbei jedoch fließend und die Merkmale können von 





Abbildung 2.1-1: Stadien der Apoptose nach Arends [Apenberg, 2004; nach Arends et al., 1990]. 
 
Zu Beginn kondensiert das Chromatin als sichelförmiges Aggregat an der Kernmembran und 
der Kern beginnt zu schrumpfen. Das Zellvolumen verringert sich und cytoplasmatische 
Organellen beginnen sich zu verdichten, wobei die Mitochondrien intakt bleiben. In der 
anschließenden Phase kommt es in der Plasmamembran zu Ausstülpungen und 
Bläschenbildung. Nach der Aktivierung der Endonucleasen beginnt die Spaltung der 
genomischen DNS an histonfreien Bereichen, was zum Entstehen der sogenannten DNS-
Leiter führt. In der letzten Phase zerfallen Zellkern und Zytoplasma in die sogenannten 
apoptotischen Körperchen, die von den Makrophagen und benachbarten Zellen phagocytiert 
werden [Alberts et al., 1997]. 
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2.2.2 Die Todesrezeptor vermittelte Apoptose über das APO-1/Fas Rezeptor 
Liganden System 
 
Neben intrinsischen Apoptosesignalwegen, die beispielsweise bei der Metamorphose eine 
Rolle spielen [Alberts et al., 1997], können auch bestimmte Signalmoleküle regulativ auf die 
Apoptose von Zielzellen einwirken. Diese Zellen besitzen Rezeptoren, die nach spezifischer 
Ligandenbindung intrazellulär Signalkaskaden aktivieren und dadurch den Zelltod einleiten.  
Eine gut untersuchte Gruppe sogenannter „Todesrezeptoren“ bildet die TNF Superfamilie. 
Durch Bindung des „Todesliganden“ folgt eine Trimerisierung des Rezeptors und die 
Ausbildung der „Todesdomäne“. An diese intrazelluläre Domäne binden nun 
Adaptorproteine, die den Tod induzierenden Signalkomplex DISC (death inducing signaling 
complex) ausbilden und durch Aktivierung von Caspasen den Apoptosesignalweg einleiten 






Abbildung 2.2-2: Überblick über die Todesrezeptoren der TNF Superfamilie [Curtin et al., 2003]. 
 
Besondere Beachtung findet in diesem Zusammenhang das APO-1/Fas Rezeptor Liganden 
System [Krammer, 1999], dem vor allem bei der Regulation der Immunantwort [Linkermann 
et al., 2003] und dem Schutz immunprivilegierter Gewebsarten [Griffith & Ferguson, 1997] 
große Bedeutung zugewiesen wird. Zudem wird eine Beteiligung des Fas Signalweges bei 
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der Apoptose von Endothelzellen in atheriosklerotischen Plaques diskutiert [Choy et al., 
2001]. Hierbei wird der Fas-Rezeptor (APO-1, CD95), ein ca. 45 kDa 
Oberflächenglykoprotein, durch die Bindung des Fas-Liganden (FasL, CD95L) trimerisiert. 
Der Fas Ligand kann dabei als membranständiges 40 kDa Glykoprotein (mFasL) oder als   
30 kDa lösliche extrazelluläre Domäne (sFasL) als Trimer an den Rezeptor binden. sFasL 
entsteht durch posttranslationale Spaltung des membranständigen Fas-Liganden durch 
Matrixmetalloproteinase 7 an der Zelloberfläche [Curtin et al., 2003]. 
 
Es sind zwei unterschiedliche Fas Signalwege beschrieben [Barnhart et al., 2003]: Der Typ I-
Signalweg ist vor allem bei peripheren T-Zellen und Thrombozyten beschrieben. Hier führt 
die Trimerisierung des Fas-Rezeptors durch mFasL zu einer Ausbildung von ausgedehnten 
Todesrezeptorclustern, die effektiv das Adaptorprotein FADD (Fas-associated death domain) 
und Procaspase 8 binden. Diese wird durch Spaltung in Initiatorcaspase 8 aktiviert. Die hohe 
lokale Konzentration dieser Cystein-Protease führt zu einer direkten Aktivierung mehrerer 
Substrate, wie Plectin und der Effektorcaspase 3, die in der Zelle unumkehrbar die Apoptose 
auslöst. Der NF-κB-Aktivierungssignalweg wird durch die Spaltung mehrerer 
Schlüsselproteine gehemmt. Die hohe lokale Konzentration an Todesrezeptorclustern hat 
eine Actin abhängige Internalisierung des Rezeptors zur Folge. Ein Schema des Typ I-





Abbildung 2.2-3: Schema des Typ I Signalweges des APO-1/Fas Rezeptor Liganden Systems  
[Barnhart et al., 2003] 
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Bei dem Typ II-Signalweg bei Hepatozyten und Jurkatzellen ist nach Bindung des Fas-
Liganden an APO-1 nur eine geringe Clusterbildung zu beobachten. Die dadurch geringe 
lokale Konzentration von aktiver Caspase 8 reicht nicht aus, direkt Caspase 3 zu aktivieren. 
Stattdessen erfolgt eine Aktivierung der Mitochondrien, die zu einer Ausschleusung von 
Cytochrom c und Apaf-1 führt, die beide zusammen mit Caspase 9 das sogenannte 
Apoptosom bilden. Caspase 9 ist nun in der Lage Caspase 3 zu aktivieren, die die Apoptose 
in der Zelle auslöst. Zusätzlich werden weitere proapoptotische Faktoren wie Smac/Diablo, 
EndoG und AIF aus den Mitochondrien ausgeschleußt. Dieser Signalweg kann durch 
Expression von Bcl-2 und Bcl-x gehemmt werden. Zusätzlich wird durch geringe Mengen 
aktiver Caspase-8 der NF-κB-Aktivierungssignalweg ausgelöst. Interessanterweise lässt sich 
dieser Signalweg durch die extrazelluläre Domäne des Fas-Liganden auslösen, während 
sFasL im Typ I-Signalweg die Apoptose hemmt. Typ II des APO-1/Fas Rezeptor Liganden 





Abbildung 2.2-4: Schema des Typ II Signalweges des APO-1/Fas Rezeptor Liganden Systems 
[Barnhart et al., 2003] 
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2.3 Einfluß von Scherstreß auf das Endothel 
 
Zellen des kardiovaskulären Systems unterliegen dem Einfluß einer Vielzahl mechanischer 
Reize. Die beteiligten Blutgefäße und das Herz sind aus Endothel-, Glatten Muskel- und 
Bindegewebszellen aufgebaut. Während auch die tieferen Zellschichten unter dem Einfluß 
von Herzschlag und Blutdruck stehen, stehen die Endothelzellen in direktem Kontakt mit 
dem Blutstrom. Neben dem hydrostatischen Druck durch das transluminale Druckgefälle 
zwischen Blutgefäß und Gewebe und den rhythmischen Dehnungskräften, die sich bedingt 
durch den Blutauswurf des Herzens über Pulswellen im Gefäßsystem fortpflanzen, wirken 
auf das Endothel Scherkräfte ein. Diese wirken durch das strömende Blut auf die Gefäßwand 
in Richtung der Gefäßlangsachse ein [Dobrin et al., 1994].  
In den vergangenen Jahren ist von den oben genannten mechanischen Kräften der Einfluss 
von Strömung und hierbei der auf das Endothel einwirkende Scherstress besonders intensiv 
untersucht worden [Malek et al., 1994; Davies, 2000]. In Abhängigkeit von der Lage im 
Gefäßsystem und der lokalen Gefäßgeometrie wirken unterschiedliche Strömungen auf die 
jeweiligen Bereiche des Endothels. So lassen sich im Bereich der Arterien laminare 
Strömungsverhältnisse nachweisen, wohingegen es beispielsweise an Gefäßgabelungen 
zum Strömungsabriß kommt. Je nach Zustand eines Organismus (Ruhe- oder 
Arbeitszustand) variiert die Flussrate in den Gefäßen. Ein gesundes Gefäß reagiert infolge 
gesteigerter Flussraten mit einer Weitung des Gefäßlumens. 
Hierdurch kann die Scherkraft in Arterien zwischen 10 und 40 und in Venen zwischen 1 und 
6 dyn/cm2 gehalten werden [De Paola et al., 1992 und 1999]. Im Bereich arteriosklerotischer 
Läsionen mit herabgesetzter Elastizität der Gefäße können diese Werte jedoch stark 
ansteigen und bis zu 400 dyn/cm2 betragen [Schmidt-Schönbein & Murakami, 1985]. 
Bereiche mit stark erhöhten Scherkräften oder unstationärem Strömungsverhalten sind 
vermehrt im Bereich von Gabelungen von Arterien zu beobachten [Ku et al., 1985; Asakura 
& Karino, 1990]. In vitro ist in Bereichen turbulenter Strömung eine verstärkte Proliferation 
nachzuweisen [Davies et al., 1996]. Diese Gefäßbereiche werden in vivo als bevorzugte 
Entstehungsorte für arteriosklerotische Plaques diskutiert [Traub and Berk, 1998]. 
Des Weiteren lassen sich in vivo durch Scherstress Veränderungen in Struktur und Funktion 
von Endothelzellen nachweisen. Dabei kommt es zu einer Vielzahl verschiedener Antworten, 
die in drei zeitliche Kategorien eingeteilt werden können [Resnick & Gimbrone, 1995]: 
Sekunden nach Einwirkung der Scherkraft auf das Endothel setzen biomechanische 
Transduktionsereignisse, wie die Aktivierung von Ionenkanälen, eine Veränderung der Ca2+-
Konzentration im Cytosol oder das Anschalten von Second Messenger Signalkaskaden ein. 
In einem Zeitfenster von Minuten oder Stunden können biologische Antworten wie 
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Endocytose, Zellteilung oder Genregulation beobachtet werden. Innerhalb einiger Tage nach 
Einsetzen des Scherstresses erfolgen zelluläre Anpassungen in Form von Veränderungen 
der Zellgestalt, einer Reorganisation des Cytoskeletts und der Fokalen Adhäsionsstellen und 
einer Ausrichtung der Endothelzellen axial in Richtung der Scherkraft. Die Antworten sind 
wiederum von der Scherart (laminar oder turbulent), der Scherkraft und der Scherdauer 
abhängig. So liegt die Expressionsrate des Wachstumsfaktors PDGF-B bei geringem 
Scherstress bis zu 4 dyn/cm2 kurzfristig sehr hoch, bei mäßig starkem Scherstress von bis zu 
15 dyn/cm2 niedrig und über 35 dyn/cm2 sehr niedrig. Dieses Beispiel zeigt, dass Scherstress 
bei Endothelzellen insbesondere die Expression endothelialer Gene auf Transkriptionsebene 
beeinflusst. Dazu gehören z.B. Endothelin-1, PDGF-A & B, ICAM-1, VCAM-1 sowie c-myc, c-
jun und c-fos [Resnick et al., 1992; Shyy et al., 1994; Lan et al., 1994; Houston et al.,1999].  
 
 
2.4 Das Integrin assoziierte Protein CD47 
 
2.4.1 Struktur und Liganden von CD47 
 
Das Integrin assoziierte Protein (IAP, CD47) ist ein nach Glycosylierungsgrad 45-55 kDa 
großes einzelsträngiges Transmembranprotein bestehend aus einer extrazelluären N-
terminalen Domäne, die der Immunoglobulin Superfamilie (IgSF) angehört, fünf 
membrandurchspannenden Sequenzen und einem kurzen cytoplasmatischen C-terminalen 
Schwanz mit vier alternativen Splicing Formen.  
Abbildung 2.4-1 zeigt ein Strukturmodell ausgehend von der Primärsequenz unter 
Berücksichtigung von Homologien zu bekannten Mitgliedern der Immunoglobulin 
Superfamilie. Dabei sind auch mögliche Glycosylierungsstellen berücksichtigt. Neben der 
aufgezeigten Disulfidbrücke zwischen Cys41 und Cys114 zur Stabilisierung der IgV-Domäne ist 
für die Funktion von CD47 eine weitere Disulfidbrücke zwischen Cys33 und Cys263 (in 
Abbildung 2-7 rot markiert) in der zweiten extrazellulären Schleife des 
Transmembranbereichs für die Aufrechterhaltung der Proteinfunktion nötig. Diese führt zu 
einer Konformationsänderung, die sowohl für die Komplexbildung mit anderen Proteinen, als 
auch für die Signalweitergabe essentiell sein soll [Rebres et al., 2001].  
 
Einleitung   16
 
 
Abbildung 2.4-1: Strukturmodell des humanem Integrin assoziierten Proteins CD47                          
[nach Lindberg et al., 1993] 
 
CD47 wurde entdeckt, als es aus der Plazenta mit dem Integrin αvβ3 zusammen aufgereinigt 
wurde. Es kann die Funktion von Integrinen, darunter αvβ3, αIIbβ3, α2β1, α4β1 und α5β1, 
modifizieren, mit denen es über die α-Untereinheit nicht-kovalent assoziiert ist [Brown et al., 
1990; Longhurst et al., 1999; Chung et al., 1997; Barazi et al., 2002]. Inhibitorische 
Antikörper gegen CD47 inhibieren dabei viele von diesen Integrinen vermittelte Funktionen. 
Neben den Integrinen besitzt CD47 auch eigene Liganden, die zu den Familien der 
Thrombospondine (TSP) oder der Signalregulatorischen Proteine (SIRP) zählen [Seiffert et 
al., 1999]. 
Thrombospondine sind extrazelluläre Matrixproteine, die von vielen Zelltypen sekretiert 
werden. Sie besitzen zahlreiche Bindemotive für andere Proteine und dienen der Zell-Zell- 
und Zell-Matrix-Kommunikation. Sie binden an CD47 über eine C-terminale Zellbindedomäne 
(CBD). CD47 bleibt bei der TSP-Bindung integrinassoziiert, so dass TSP sowohl an CD47, 
als auch an sein assoziiertes Integrin binden kann [Gao et al., 1995]. 
Die Familie der Signalregulatorischen Proteine umfasst mehrere Transmembran-
Glykoproteine mit drei extrazellulären Ig-ähnlichen Domänen. Eine Untergruppe der Familie, 
SIRPα besitzt intrazellulär zwei ITIMs (immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motifs), 
über die Signalwege beeinflusst werden können [Karithonenkov et al., 1997]. SIRPα1 ist eine 
Einleitung   17
Substrat aktivierte Rezeptor-Tyrosin-Kinase (RTK) und kann deren Signalweitergabe 
inhibieren. 
Die Bindung an seine Liganden, sowie die Assoziation mit den Integrinen αvβ3 und α2β1 
geschieht über die extrazelluläre Domäne des Integrin assoziierten Proteins [Brown & 
Frazier, 2001]. Die Transmembranbereiche haben zusätzlich eine stabilisierende Funktion 
für die Wechselwirkungen und sind für die Signalweitergabe essentiell [Lindberg et al., 1993]. 
Der cytosolische Schwanz besitzt keine bekannten Proteinbindemotive. Jedoch können 
PLIC-1 und -2 (proteins linking IAP to cytoskeleton) an den C-Terminus der Isoformen 2 und 
4 binden. Es wird diskutiert, dass diese an der Cytoskelett-Regulation beteiligt sind [Brown & 
Frazier, 2001] 
CD47 und seine assoziierten Integrine liegen bevorzugt in sogenannten „lipid rafts“ vor. 
„Rafts“ sind Glycosphingolipid- und Cholesterin-reiche Membrankompartimente, in denen 
vermehrt Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-verankerte und palmitylierte Membranproteine, 
sowie acylierte intrazelluläre Signalmoleküle vorliegen [Simons & Toomre, 2000]. CD47 
benötigt sowohl für die Aggregation im Rezeptorkomplex aus Integrin αVβ3 und 




CD47 spielt eine Rolle bei Zelladhäsion und -migration, bei der Thrombozytenaggregation 
und bei Immunreaktionen. Inhibitorische Antikörper gegen CD47 inhibieren die Bindung von 
polymorphnukleären Zellen (PMN) über αvβ3 an mit Vitronectin-überzogene Partikel 
[Lindberg et al., 1993]. Die Spreitung von Endothelzellen auf der extrazellulären Matrix wird 
wahrscheinlich durch CD47 in Assoziation mit αvβ3 reguliert [Gao et al., 1996]. Die Migration 
von Glatten Muskelzellen in Richtung von löslichen Kollagen wird von einem Komplex aus 
CD47 und α2β1 gesteuert [Wang et al., 1999]. Ein Komplex aus CD47, αIIbβ3, CD9 und 
GPIb/V/IX, der durch Thrombospondin-1 aktiviert wird, spielt eine wichtige Rolle bei der 
Thrombozytenaggregation [Longhurst et al., 1999]. CD47 auf Endothelzellen und 
Neutrophilen spielt eine zentrale Rolle bei der transendothelialen Migration von Neutrophilen 
[Cooper et al., 1995]. CD47-defiziente Mäuse besitzen neben der herabgesetzten PMN-
Migration über Endothelien auch eine Inhibition der Fc-Rezeptor vermittelten Phagocytose, 
was darauf schließen lässt, das auch dieser Vorgang CD47-abhängig ist [Lindberg et al., 
1996]. 
CD47 steht allerdings nicht immer in Assoziation mit einem Integrin. Es gibt auch 
integrinunabhängige Funktionen von CD47. Zu ihnen gehören die Induktion von Apoptose in 
aktivierten T-Zellen, Makrophagen und B-Zellen. Bei dieser Form der Apoptose kommt es zu 
einer schnellen Präsentation von Phosphatidylserin auf der Membranoberfläche und dem 
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Verlust des mitochondrialen Membranpotentials. Es sind jedoch keine Caspasen involviert 
und es kommt zu keiner Fragmentierung der DNS [Manna & Frazier, 2003]. 
Alle integrinabhängigen Funktionen von CD47 lassen sich durch Pertussis-Toxin inhibieren. 
Dies zeigt, dass heterotrimere inhibitorische G-Proteine beteiligt sind. Eine naheliegende 
Vermutung ist, dass die fünf Transmembranregionen von CD47 mit den 
Transmembranregionen der beiden assoziierten Integrine eine 7-Transmembrandomäne 
bilden, an die das inhibitorische G-Protein bindet. Durch die vier verschiedenen Isoformen 
von CD47 und die unterschiedlichen Integrine könnten so jeweils spezifische G-Proteine 
aktiviert werden [Brown & Frazier, 2001]. 
Eine wichtige Rolle spielt CD47 bei der Auslösung von Apoptose bei Endothelzellen 
[Freyberg et al., 2000]. Zusammen mit dem Integrin αVβ3 bildet es in statischen HUVEC-
Zellkulturen einen Rezeptorkomplex für Thrombospondin-1. Bindet ein Thrombospondin-
Molekül an diesen Komplex, wird dieser aktiviert und Apoptose eingeleitet. Dieser Prozess 
kann auch durch die Zugabe der agonistischen CBD- und RGD-Oligopeptide, die zum einen 
die CBD-Bindesequenz des Thrombospondins an CD47, zum anderen die RGD-
Bindesequenz an Integrine nachbilden, beobachtet werden. Dahingegen wird die Apoptose 
durch antagonistische Antikörper gegen Thrombospondin-1 oder CD47 unterdrückt. Darüber 
hinaus konnte gezeigt werden, dass die Auslösung von Apoptose in Endothelzellen über 
CD47 mechanosensitiv ist. Sowohl unter laminarem Scherstress [Freyberg et al., 2001] als 
auch unter permanenter und pulsierender mechanischer Spannung sowie permanenter 
Krümmung durch Kultivierung auf gekrümmten Kulturoberflächen [Apenberg, 2004] wird die 
Apoptose bei Endothelzellen im Vergleich zu statischen Kontrollkulturen unterdrückt. 
Während das Integrin αVβ3 unabhängig von äußeren Krafteinflüssen gleichbleibend 
exprimiert wird, lässt sich CD47 unter Einfluss eines gerichteten mechanischen Reizes im 
Gegensatz zu statischen oder turbulenten Kulturen in Immunfluoreszenzfärbungen nicht 
nachweisen. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Thrombospondin-1 
strömungsabhängig aus Endothelzellen ausgeschleust wird [Freyberg et al., 2001]. Dies 
lässt den Schluss zu, dass die Apoptose bei vaskulären Endothelzellen über eine 
sogenannte autokrine Schleife reguliert ist: Nach dem Wegfall bzw. der Störung der 
physiologisch ausgeübten Kräfte kommt es zu einer Expression von CD47 und zur 
Freisetzung von Thrombospondin-1. Nach Ausbildung des aktivierten Rezeptorkomplexes 
aus diesen drei Komponenten erfolgt die Einleitung der Apoptose.  
Neben Endothelzellen konnte dieser Mechanismus auch bei Fibroblasten nachgewiesen 
werden [Graf et al., 2002]. Dagegen führt eine Bindung von Thrombospondin-1 an CD47 in 
Glatten Gefäßmuskelzellen zur Auslösung eines proliferativen Effekts [Sajid et al., 2001] 




Im kardiovaskulären System ist das Endothel unterschiedlichen mechanischen Kräften 
ausgesetzt. In vorangegangenen Arbeiten konnte festgestellt werden, dass die Einleitung 
von Apoptose in makrovaskulären Endothelzellen auf eine scherstressabhängig regulierte 
autokrine Schleife durch die Zusammenlagerung von Integrin αVβ3 und dem Integrin 
assoziierten Protein CD47 zu einem multimolekularen Rezeptorkomplex zurückzuführen ist. 
Dieser Komplex wird durch die Anlagerung des löslichen Liganden Thrombospondin-1 
aktiviert. Dabei werden sowohl die Freisetzung von Thrombospondin-1 als auch die 
Exponierung von CD47 auf der Zelloberfläche von gerichteten mechanischen Kräften 
unterbunden. 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die mechanosensitive Regulation von Integrin 
assoziiertem Protein CD47 bei makrovaskulären Endothelzellen zu untersuchen. Hierbei wird 
das Augenmerk sowohl auf Transkriptions- als auch auf Translationsebene gelegt. Darüber 
hinaus sollen weitere an der Aktivierung der kraftabhängigen Apoptose beteiligte Signalwege 
charakterisiert werden.  
 






Analysenwaage  Sartorius, Göttingen 
Autoradiographiekassette Amersham, Buckinghamshire (Grossbritannien) 
Autoklav  Wolf, Geislingen 
Brutschrank Heraeus, Hanau; Queue/Nunc, Idstein 
CCD Camera Typ C4742-95-10NRB Hamamatsu Photonics, Herrsching 
SPOT CCD Camera Visitron Systems, Puchheim 
Dark Reader Transilluminator MoBiTec, Göttingen 
DC-Motor-Tacho Kombination Faulhaber Motoren, Schönaich 
Duranglasflaschen Schott, Mainz 
Einsatz für Zellkulturschalen (Edelstahl, 12 Kavitäten, 
∅ = 9,35 cm) 
Werkstatt des Clemens-Schöpf-Instituts der TU 
Darmstadt 
Elektrophoreseapparatur Protean Bio-Rad, München 
Elektrophoreseapparatur Mini-Protean-II Bio-Rad, München 
Elektrophoresekammer Werkstatt des Clemens-Schöpf-Instituts der TU 
Darmstadt 
Elektrotransferapparatur, Trans-Blot-SD-SemiDry Bio-Rad, München 
ELISA-Messgerät (SLT 340ATTC) SLT, Grödig (Österreich) 
Fluoreszenzlaseranalyser FLA 5000 Fuji, Düsseldorf 
Fluoreszenzfilter AF Analysetechnik, Tübingen 
Fluoreszenzmikroskop DIAPHOT TMD Nikon, Düsseldorf 
Glasgeräte Schott, Mainz; Fischer Laborbedarf, Frankfurt am 
Main 
Glaspipetten Fischer, Frankfurt am Main 
Gryotory Water Bath Shaker G76 New Brunswick Scientific, Edison (USA) 
Heizschrank Heraeus, Hanau 
Heraeus Megafuge 1,0 Heraeus, Hanau 
Hybridisierungsofen Bachofer Laboratoriumsgeräte, Reutlingen 
Kabelbinderzange Thomas & Betts, Egelsbach 
Kippschüttler, Heidolph Duomax 1030 Heidolph, Kelheim 
Kreisschüttler IKA, Staufen 
Kryobehälter Air Liquide, Düsseldorf 
Kühlzentrifuge 5810 R Eppendorf, Hamburg 
Labormixer, Typ „Warring“ The Zupancic Company, Chagrin Falls, Ohio (USA) 
Magnetrührer IKA, Staufen 
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Mehrkanalpipetten 10, 100, 300 µl Eppendorf, Hamburg 
Messpipetten Kühn & Bayer, Nidderau 
Messzylinder Hirschmann, Eberstadt 
Mikropipetten Eppendorf, Hamburg; Gilson, Villiers Le Bel 
(Frankreich); Biozym, Hess. Oldendorf 
Mikrowelle Privileg M 351 Quelle, Fürth 
Mikroskop mit Umkehroptik Nikon, Düsseldorf; Hund, Wetzlar 
Netzgerät 2297 M 5 LKB, Bromma 
Neubauer-Zählkammer B. Braun, Melsungen 
PCR-Thermocycler Genius Techne, Cambridge (Grossbritannien) 
pH-Messgerät WTW, Weilheim 
Plattenkegelapparatur Werkstatt des Clemens-Schöpf-Instituts der TU 
Darmstadt 
Pipettierhilfe Pipettus, elektrisch Hirschmann, Eberstadt 
Reinstwasseranlage Milli-Q Plus Millipore, Eschborn 
Rotorbecher: GSA, SS 34 Sorvall/Du Pont, Bad Homburg; Beckmann, München 
Autoradiographiescreen, 23 x 25 cm Fuji, Düsseldorf 
Spectralphotometer Eppendorf, Hamburg 
Spiegelreflexkamera, Nikon F301 Nikon, Düsseldorf 
Spiegelreflexkamera, Nikon F601 M Nikon, Düsseldorf 
Spülmaschine Miele, Berlin 
Sterilbank, Microflow Nunc, Idstein; Heraeus, Hanau 
Taumelrollenmischer, Typ TRM-V Fisher Scientific, Nidderau 
Thermoschüttler Vortemp UniEquip, München 
Tischzentrifuge Hettich, Tuttlingen 
Transluminator UVP Intas, Göttingen 
Trockenschrank Heraeus, Hanau; Memmert, Schwalbach 
Ultraschallbad „Sonorex“ Bandelin, Berlin 
Ultraschallbad, TK 52 H Bandelin, Berlin 
Vakuum Konzentrator Univapo 150H UniEquip, München 
Vakuumpumpe Unijet II UniEquip, München 
Video Graphik Printer Sony, Köln 
Vortex-Labormischer IKA, Staufen 
Vortex-Labormischen Reax 2000 Heidolph, Kelheim 
Wasserbad B. Braun, Melsungen; Haake, Berlin 
Wasserstrahlpumpe Kühn & Bayer, Nidderau 
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4.2 Verbrauchsmaterialien 
 
Chromatographiepapier No. 3649 Schleicher & Schuell, Dassel 
Diafilm (200 ASA) Fuji, Düsseldorf 
Diafilm (400 ASA) Ilford, Cheshire (Großbritannien) 
ELISA-Platten, F-Form Greiner, Frickenhausen 
Einmalküvetten Eppendorf, Hamburg 
Glasgeräte (Labor) Schott, Mainz 
IN-Stopfen B. Braun, Melsungen 
Kabelbinder Conrad Electronic, Hirschau 
Kanülen, 0,45 x 13 mm, 28 G x 1/2 B. Braun, Melsungen 
Klebefolie für Mikrotiterplatten Greiner, Frickenhausen 
Kryoröhrchen (1,8 ml) Greiner, Frickenhausen; Nunc, Idstein 
Mikrotiterplatten Greiner, Frickenhausen 
Millipore MC-Filtersystem Millipore, Eschborn 
Nitrocellulosemembran Protran BA83, 0,22 µm Schleicher & Schuell, Dassel 
Nylonmembran Schleicher & Schuell, Dassel 
Pasteurpipetten Hirschmann, Eberstadt 
Petrischalen Greiner, Frickenhausen 
Pipettenspitzen (0,1 bis 1000 µl) Biozym, Hess. Oldendorf; Greiner, Frickenhausen 
Plasitkfolie Roth, Karlsruhe 
PVDF-Membran "porablot", 0,2 µm Machery & Nagel, Düren 
Reaktionsgefäße (1,5 ml) Greiner, Frickenhausen 
Röntgenfilm, Kodak BioMax Light Kodak, Stuttgart 
Schlauchverbinder Richter, Münster 
Skalpell, mit gerader Klinge B. Braun, Melsungen 
Spritzen (1 bis 50 ml) B. Braun, Melsungen 
Spritzenvorsatzfilter, steril, 0,22 µm (1 und 200 ml)  Millipore, Eschborn 
Sterilfilter, steril, 0,22 µm Millipore, Eschborn 
Verschlussfolie „Parafilm“ Roth, Karlsruhe 
Zellkulturflaschen (25 und 75 cm2) Greiner, Frickenhausen 
Zellkulturplatten (24 Loch) Greiner, Frickenhausen 
Zellkulturschalen (8,7 bis 145 cm2) Greiner, Frickenhausen 
Zellschaber Greiner, Frickenhausen 
Zentrifugenröhrchen (15 und 50 ml) Greiner, Frickenhausen 
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4.3 Chemikalien 
 
Aceton, p. A. Merck, Darmstadt 
Acetonitril Roth, Karlsruhe 
Acrylamid, 4 K, 29:1, 30% (w/v) AppliChem, Darmstadt 
Agar AppliChem, Darmstadt 
Agarose Sigma, Deisenhofen 
Amidoschwarz 10 B extra Serva, Heidelberg 
Ampholytlösungen Bio-Rad, München 
Ampicillin Sigma, Deisenhofen 
ε-Aminocapronsäure Merck, Darmstadt 
Ammoniumbicarbonat Fluka, Buchs (Schweiz) 
Ammoniumhydroxid Fluka, Buchs (Schweiz) 
Ammoniumperoxodisulfat Roth, Karlsruhe 
Bicinchoninsäure (BCA-Dinatriumsalz) KMF, Sankt Augustin 
Bio-Lyte 3-10 Bio-Rad, München 
Bio-Lyte, 4-7 Boi-Rad, München 
Biotin-NHS Roche Diagnostics, Mannheim 
Borsäure Roth, Karlsruhe 
Bromphenolblau Aldrich, Steinheim 
Calciumchlorid-Dihydrat Merck, Darmstadt 
Casein, enzymatisches Hydrolysat Sigma, Deisenhofen 
CHAPS AppliChem, Darmstadt 
Coomassie Brilliant Blue G 250 Serva, Heidelberg 
Coomassie Brilliant Blue R 250 Serva, Heidelberg 
p-Cumarinsäure Sigma, Deisenhofen 
Cronex TD-Entwickler DuPont, Neu-Isenburg 
Cronex TF-Fixierer DuPont, Neu-Isenburg 
4´,6-diamidino-2-phenylindol · 2 HCl (DAPI) Sigma, Deisenhofen 
Diethylpyrocarbonat (DEPC) Fluka, Buchs (Schweiz) 
Dinatriumhydrogenphosphat Fluka, Buchs (Schweiz) 
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat Fluka, Buchs (Schweiz) 
Dinatriumtartrat-Dihydrat Merck, Darmstadt 
Dimethylformamid Roth, Karlsruhe 
Dimethylsulfoxid Fluka, Buchs (Schweiz) 
dNTP-Set Peqlab, Erlangen 
1,4-Dithio-DL-threitol AppliChem, Darmstadt 
DNS-Größenstandard, 100 bp New England Biosciences, Frankfurt am Main 
DNS-Größenstandard, 1000 bp MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
EDTA-Dinatriumsalz-Dihydrat AppliChem, Darmstadt 
Material   24
Eisessig, p. A. AppliChem, Darmstadt 
Ethanol, p.A. Merck, Darmstadt 
Ethanol, technisch Merck, Darmstadt 
Ethidiumbromid Serva, Heidelberg 
Ficoll 400 Serva, Heidelberg 
Formaldehyd, 35% (w/w) Roth, Karlsruhe 
Formamid Fluka, Buchs (Schweiz) 
D(+)-Glucose Merck, Darmstadt 
Glutaraldehyd, 50% (w/w) Fluka, Buchs (Schweiz) 
Glycin AppliChem, Darmstadt 
Glycerin, wasserfrei AppliChem, Darmstadt 
Hefeextrakt AppliChem, Darmstadt 
HEPES AppliChem, Darmstadt 
Imidazol Fluka, Buchs (Schweiz) 
Iodacetamid Sigma, Deisenhofen 
Isopropanol, p. A. Merck, Darmstadt 
Kaliumchlorid Roth, Karlsruhe 
Kaliumhexacyanoferrat (III) Fluka, Buchs (Schweiz) 
Kaliumdihydrogenphosphat Roth, Karlsruhe 
Kobalthexammintrichlorid Fluka, Buchs (Schweiz) 
Kupferdichlorid-Dihydrat Fluka, Buchs (Schweiz) 
Kupfersulfat-Pentahydrat Fluka, Buchs (Schweiz) 
Lachssperma-DNS Serva, Heidelberg 
Luminol Fluka, Buchs (Schweiz) 
Magermilchpulver Merck, Darmstadt 
Magnesiumchlorid-Hexahydrat Merck, Darmstadt 
Magnesiumsulfat-Heptahydrat Merck, Darmstadt 
Mangandichlorid-Tetrahydrat Fluka, Buchs (Schweiz) 
Methanol, p. A. AppliChem, Darmstadt 
β-Mercaptoethanol Fluka, Buchs (Schweiz) 
Morpholinopropansulfonsäure (MOPS) Roth, Karlsruhe 
Natriumacetat Roth, Karlsruhe 
Natriumcarbonat Roth, Karlsruhe 
Natriumchlorid Roth, Karlsruhe 
Natriumhydrogencarbonat Roth, Karlsruhe; Sigma, Deisenhofen 
Natriumhydroxid Roth, Karlsruhe 
Natriumthiosulfat AppliChem, Darmstadt 
NP-40 Roth, Karlsruhe 
Paraffinöl Roth, Karlsruhe 
Phenol Roth, Karlsruhe 
Phenylmethansulfonylfluorid Roth, Karlsruhe 
Polyvinylpyrolidon K90 Fluka, Buchs (Schweiz) 
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Ribonucleaseinhibitor, rekombinant MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
Saccharose Roth, Karlsruhe 
Salzsäure, konzentriert Merck, Darmstadt 
Natriumdodecylsulfat AppliChem, Darmstadt 
Silbernitrat Roth, Karlsruhe 
Sypro Ruby Molecular Probes, Leiden (Niederlande) 
Trichloressigsäure AppliChem, Darmstadt 
TEMED Sigma, Deisenhofen 
Trinatriumcitrat-Dihydrat AppliChem, Darmstadt 
Thioharnstoff AppliChem, Darmstadt 
TMB Sigma / Aldrich, Steinheim 
Tris(hydroxymethyl-)aminomethan AppliChem, Darmstadt 
Triton X-100 Fluka, Buchs (Schweiz) 
Trypsin Promega, Madison (USA) 
Tween-20 Fluka, Buchs (Schweiz) 
Tyramin Sigma, Deisenhofen 
[α-32P]-UTP Hartmann Analytic, Braunschweig 
Wasserstoffperoxid, 30% (w/v) Merck, Darmstadt 





Alle Chemikalien werden in zellkulturgetesteter Qualität verwendet. 
 
Camptothecin Fluka, Buchs (Schweiz) 
Dispase Boehringer, Mannheim 
EGM2 Medium Promocell, Heidelberg 
EMEM Medium Biochrom, Berlin 
Fötales Kälberserum (FCS) Seromed, Berlin 
FGF Life Technologies, Eggenstein 
Gelatine aus Schweinehaut Sigma, Deisenhofen 
Ham's F12-Medium Life Technologies, Eggenstein 
Heparin, Natriumsalz Serva, Heidelberg 
IMDM Life Technologies, Eggenstein 
Kaliumchlorid Sigma, Deisenhofen 
Kaliumhydrogenphosphat Sigma, Deisenhofen 
L-Glutamin Sigma, Deisenhofen 
β-Mercaptoethanol Sigma, Deisenhofen 
MTT Sigma, Deisenhofen 
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Neugeborenen Kälberserum (NCS) Sebak, Aidenbach 
Non essential amino acids Sigma, Deisenhofen 
Natriumchlorid Sigma, Deisenhofen 
Natriumhydrogencarbonat Sigma, Deisenhofen 
Natriumhydrogenphosphat Sigma, Deisenhofen 
Nystatin Sigma, Deisenhofen 
Penicillin/Streptomycin Roche Diagnostics, Mannheim 
Transferrin, human, eisengesättigt Behringwerke, Marburg 
Trypanblau Sigma, Deisenhofen 
Trypsin aus Schweinepankreas Boehringer, Mannheim 
 
 
4.5 Antikörper, Peptide und Proteine 
 
BglII MBI Fermentas, St- Leon-Rot 
BSA, Fraktion V Fluka, Buchs (Schweiz) 
Calf intestinal alkaline phosphatase (CIAP) Life Technologies, Eggenstein 
CBD-aktiv Bachem, Weil am Rhein 
CD47, Extrazelluläre Domäne aus E. coli CytoTools, Darmstadt 
DNase I, RNase frei Sigma, Deisenhofen 
Eco RV New England Biosciences, Frankfurt am Main 
Fas-Inhibitor + Enhancer Alexis Corporation, Lausen (Schweiz) 
HindIII New England Biosciences, Frankfurt am Main 
Kaninchen-anti-Maus-IgG-Biotin Konjugat, 
Gesamtproteingehalt: 1,0 mg/ml 
Roche Diagnostics, Mannheim 
Maus-anti-humanes CD47-IgG (Bric 126), 
Stammlösung: 1 mg/ml 
Cymbus Biotechnology, Hants (Großbritannien) 
Maus-anti-humanes CD47-IgG (B6H12.2), 
Stammlösung: 200 µg/ml 
NeoMarkers, Fremont, CA (USA) 
Maus-anti-humanes CD47-IgG (B6H12), 
Stammlösung: 5 mg/ml 
Dr. Frazier, Washington University, St. Louis, MO 
(USA) 
Maus-anti-humanes CD47-IgG (2B7), 
Stammlösung: 1 mg/ml 
Dr. Frazier, Washington University, St. Louis, MO 
(USA) 
Maus-anti-humanes CD47-IgG (3G3), 
Stammlösung: 2 mg/ml 
Dr. Frazier, Washington University, St. Louis, MO 
(USA) 
Maus-anti-humanes CD47-IgG (2D3) 
Stammlösung: 1 mg/ml 
NeoMarkers, Fremont, CA (USA) 
Maus-anti-humanes Fas-IgG (APO-1 SN), 
Konzentration: 5-10 mg/ml 
Dr. Krammer, DKFZ, Heidelberg 
Maus-anti-humanes Fas-IgG (DX2), 
Konzentration: 100 µg/ml 
Merck, Darmstadt 
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Maus-anti-humanes FasL-IgG (G247-4), 
Konzentration: 500 µg/ml 
BD Biosciences, Heidelberg 
NheI New England Biosciences, Frankfurt am Main 
Polyklonales Kaninchen anti CD47 Serum CytoTools, Darmstadt 
Polyklonales Kaninchen anti TSP1 Serum Dr. Vischer, Münster 
Phalloidinrhodamin, 
Stammlösung: 300 E/ml in Methanol 
Molecular Probes, Leiden (Niederlande) 
Proteinstandard Rotimark Roth, Karlsruhe 
Ribonuclease A Sigma, Deisenhofen 
RGD-aktiv (EMD 66203) Merck, Darmstadt 
Schaf-anti-(Maus-IgG)-F(ab)2-Cy3-Konjugat, 
Konzentration: 1,3 mg/ml 
Dianova, Hamburg 
Schaf-anti-(Maus-IgG)-IgG-Biotin Konjugat, 
Konzentration: 1 mg/ml 
Roche Diagnostics, Mannheim 
Schaf-anti-(Maus-IgG)-IgG-Peroxidase Konjugat, 
POD Aktivität der Stammlösung: 150 E/ml 
Roche Diagnostics, Mannheim 
Streptavidin-Peroxidase Konjugat, 
Stammlösung: 1 mg/ml in Wasser 
Dianova, Hamburg 
Streptavidin-Cy3-Konjugat, 
Stammlösung: 1,8 mg/ml in Wasser 
Dianova, Hamburg 
T4-Ligase New England Biosciences, Frankfurt am Main 
T7-RNS-Polymerase New England Biosciences, Frankfurt am Main 
Thrombospondin-1 Merck, Darmstadt 
Ziege-anti-Maus-FasL (MFL4), 
Konzentration: 1 mg/ml 
BD Bioscience, Heidelberg 
Ziege-anti-Maus-IgG-Peroxidase Konjugat, 
Konzentration: 0,8 mg/ml 
Dianova, Hamburg 
Ziege-anti-Kanienchen-IgG-Peroxidase Konjugat, 






BHK 21 Fibroblastenzelllinie aus der Niere syrischer Hamster 
C32 humane Melanomzellline, Europäische 
Zellkultursammlung, Braunschweig 
CHO AA8-Tet Off Fibroblastenzelllinie aus dem Eierstock chinesischer 
Hamster, Clontech, Palo Alto, CA (USA) 
EA.hy 926 humane Hybridzelllinie aus HUVEC und A549, Dr. 
Edgell, University of North Carolina, Chapel Hill 
(USA) 
HUVEC humane Nabelschnurendothelzellen, eigene 
Präparation 
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4.7 Vektoren 
 
pcDNA 3.1/myc-His A Invitrogen, Karlsruhe 
pcDNA5/FRT Invitrogen, Karlsruhe 
pEGFP-1 Clontech, Palo Alto, CA (USA) 





Abbildung 4.8-1: Schemata der verwendeten Vektoren 
[http://www.invitrogen.com; http://www.clontech.com] 
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4.8 Primer 
 
Fehlpaarungen mit der zu amplifizierenden Sequenz sind fett geschrieben. 
 
LDo-IAP-F(EcoRV): Biospring, Frankfurt am Main 
5´-ATCTATAGAATTCAGGTTTTGTAATGAC-3´ 
LDo-IAP-R(HindIII): Biospring, Frankfurt am Main 
5´-GTAGTGAAGTAAGCTTAATATCCCTGTA-3´ 
LDo-MG-F(EcoRV): Biospring, Frankfurt am Main 
5´-GGCCTGGAGGATATCCAGCGTA-3´ 
LDo-MG-R(HindIII): Biospring, Frankfurt am Main 
5´-CTTAACTATCTTAACAGCTTTGAGTGCA-3´ 
IAP-F-NheI: Biospring, Frankfurt am Main 
5´-CCCGCTAGCAGATGTGGCCCCTGGTAGCGGCGCT-3´ 
IAP-R-BglII: Biospring, Frankfurt am Main 
5´-CGAAGATCTCCGTTATTCCTAGGAGGTTGTATAGTCTTCTGATTGGAAGCCAC-3´ 




4.9 Verwendete Kits 
 
HiSpeed Plasmid Midi Kit Qiagen, Hilden 
Omniscript Reverse Transcriptase Kit Qiagen, Hilden 
Pwo-Polymerase Kit Peqlab, Erlangen 
Qiaquick Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden 
Qiaquick Nucleotide Removal Kit Qiagen, Hilden 
Qiaquick PCR Purification Kit Qiagen, Hilden 
Ribonucleotide Set Promega, Mannheim 
RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden 
Taq-Polymerase Kit Promega, Mannheim Qiaquick Gel Extraction Kit 
 
 






Alle in der Zellkultur verwendeten Kulturmedien und –lösungen werden in Typ I 
Reagenzwasser, welches mit einer Milli-Q-Reinstwasseranlage [Griffiths, 1985] gewonnen 
wird, angesetzt. 
Die verschiedenen Zellkulturmedien und Stammlösungen von Mediensupplementen werden 
durch einen Filter mit einer Porengröße von 0,22 µm sterilfiltriert. Bei Zellkulturmedien wird 
anschließend durch Inkubation der Flaschen bei 37°C über einen Zeitraum von drei Tagen 
hinweg eine Sterilitätskontrolle durchgeführt. 
Salzlösungen, wie beispielsweise PBS, werden durch Autoklavieren bei 121°C und 2 bar für 
20 min in gesättigter Wasserdampfatmosphäre sterilisiert. Die Sterilisation von Geräten 
erfolgt durch Autoklavieren, durch trockene Hitze bei 180°C über Nacht oder mit Hilfe von 
70% (v/v) Ethanol, p. A. 
 
 
5.2 Zellkulturmedien und Lösungen 
 





IMDM [Iscove et al., 1980] und Ham`s F12 [Ham, 1965] werden als Trockenmedien bezogen. 
Die für 1 l Medium ausreichende Pulvermenge wird in 950 ml Wasser gelöst und pro Liter 
werden 3,024 g NaHCO3 (IMDM) bzw. 1,176 g NaHCO3 (Ham`s F12) je Liter zugegeben. Die 




Das verwendete IF-Basalmedium ist eine 1:1 Mischung von IMDM und Ham`s F12. Es wird 
durch Mischen eines Volumens Ham`s F12-Medium mit einem Volumen IMDM hergestellt 
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Dem EGM2-Medium werden vor Verwendung die vom Hersteller angegebenen 





Das verwendete EMEM-Medium wird als Flüssigmedium vom Hersteller bezogen und bis 





Das verwendete NCS wird vor Gebrauch durch eine Inkubation von 30 Minuten bei 56°C 
hitzeinaktiviert. Nach Portionierung in sterile Duranglasflaschen (50 ml) wird es bis zum 
Gebrauch bei –20°C gelagert. 
Für die Kultivierung der primären Endothelzellen werden ausschließlich Serumchargen 
verwendet, deren Güte zuvor in einem Wachstumstest überprüft wurde. 
 
FCS 
Das verwendete FCS wird in sterile Duranglasflaschen (50 ml) aufgeteilt und bis zur 




FGF (20 µg/ml) 
Das zur Kultivierung primärer Endothelzellen erforderliche FGF [Friedl & Tatje, 1991] wird 
über partielle Anreicherung aus rekombinanten Escherichia coli erhalten. Das Protein wird in 
PBS suspendiert und zur Stabilisierung DTT (10 ng/ml) und BSA (100 µg/ml) hinzugegeben. 
In Anschluss wird die Suspension sterilfiltriert. Die Lagerung erfolgt bis zum Gebrauch in 
Portionen zu 1 ml bei –20°C. 
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L-Glutamin (200 mM) 
• 2,92 g L-Glutamin 
Die Substanz wird in etwa 80 ml IF-Basalmedium oder PBS gelöst, auf 100 ml aufgefüllt, 
sterilfiltriert und in Portionen zu 10 ml bei –20°C gelagert. 
 
Heparin (5 g/l) 
• 50 mg Heparin 
Die Substanz wird in PBS gelöst, auf 10 ml auffüllen, sterilfiltrieren und in Portionen zu 1 ml 
bei –20°C gelagert. 
 
Penicillin/Streptomycin (50.000 E/ml Penicillin, 50 g/l Streptomycin) 
Das Substanzgemisch wird als Lyophilisat bezogen, nach Herstellerangaben gelöst und in 
Portionen zu 2 ml bei –20°C gelagert. 
 
Transferrin (5 g/l) 
• 50 mg humanes Transferrin, eisengesättigt 
Die Substanz wird in PBS gelöst, auf 10 ml auffüllen, sterilfiltrieren und in Portionen zu 1 ml 
bei –20°C gelagert. 
 
5.2.7 Weitere oft benötigte Lösungen 
 
PBS (140 mM NaCl, 3 mM KCl, 8 mM Na2HPO4, 1,5 mM KH2PO4) 
• 8,00  g/l NaCl 
• 0,20 g/l KCl 
• 1,44 g/l Na2HPO4⋅2H2O 
• 0,20 g/l KH2PO4 
Die Substanzen werden in Wasser gelöst, wobei sich ein pH-Wert von 7,2-7,4 einstellt. Die 
erhaltene Lösung wird durch Autoklavieren sterilisiert und bei Raumtemperatur gelagert. 
 
Dispase: 
• 2,4 E/ml Dispase 
Die Dispase-Stammlösung wird in PBS zu einer Arbeitslösung mit 2,4 U/ml verdünnt, 
sterilfiltriert und bei -20°C gelagert. 
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EDTA-Stammlösung (2% (w/v)) 
• 2 g EDTA 
2 g EDTA werden in 50 ml PBS gelöst, auf 100 ml aufgefüllt, sterilfiltriert und in Portionen zu   
10 ml bei –20°C gelagert. 
 
Trypsin-Stammlösung (2,5% (w/v)) 
• 2,5 g Trypsin 
2,5 g Trypsin werden in PBS gelöst, auf 100 ml aufgefüllt, sterilfiltriert und in Aliquots zu 5 ml 
bei –20°C gelagert. 
 
 




Vor jedem Arbeitsschritt werden die Zellen mikroskopisch begutachtet und nur in 
einwandfreiem Zustand verwendet. 
Alle Zellen werden im Inkubator bei 37°C und wasserdampfgesättigter Atmosphäre kultiviert. 
Der CO2-Gehalt richtet sich nach dem verwendeten Medium und beträgt 5% (v/v) bei IF, 
EMEM und EGM2 Medium. Das Kulturmedium wird alle zwei bis drei Tage durch frisches 
Medium ersetzt. Dazu wird das alte, verbrauchte Medium vollständig entfernt und durch 
frisches, auf 37°C vorgewärmtes Medium ersetzt. Bilden adhärent wachsende Zellen einen 




5.3.2.1 Sterilitätstest auf Bakterien und Pilze 
 
Lösungen: 
• LB-Medium 10 g/l Casein (enzymatisch 
hydrolysiert), 10 g/l NaCl und 5 g/l Hefe Extrakt 
in Wasser lösen und autoklavieren. 
 
Materialien: 
• sterile Reagenzgläser mit Verschlusskappen 
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Durchführung: 
Kontaminationen von Zellkulturen mit Bakterien oder Pilzen werden durch Betrachten der 
Kulturen unter dem Mikroskop erkannt und kontaminierte Kulturen verworfen. Kontaminierte 
Medien oder Medienzusätze werden identifiziert, indem 5 ml LB-Medium mit 500 µl Probe in 
sterile Reagenzgläser pipettiert, diese mit Verschlusskappen verschlossen und für 
mindestens 72 h bei 37°C im Wärmeschrank inkubiert werden. Eine Trübung des LB-
Mediums zeigt Kontaminationen der Probe mit Bakterien an. 
 




• Methanol, 4°C 
• DAPI-Lösung 
 (60 nM DAPI in Methanol, 4°C) 
 
Durchführung: 
Das Medium wird abgezogen, die zu untersuchende Kultur einmal mit PBS gewaschen und 
15 min mit 0,2 ml/cm2 Methanol fixiert. Der Zellrasen wird für 15 min mit 0,2 ml/cm2 DAPI-
Lösung gefärbt, die Lösung entfernt und einmal mit PBS gewaschen. Die mit PBS 
überschichtete Kultur wird unter dem Fluoreszenzmikroskop mit einem 40x Objektiv bei einer 
Anregungswellenlänge von 340 nm und einer Emissionswellenlänge von 480 nm untersucht. 
Vorhandene Mycoplasmen sind als gleichmäßig geformte, kleine, hell leuchtende Punkte im 
Cytosol erkennbar und unterscheiden sich von den angefärbten Zellkernen deutlich durch 
ihre Größe. 
 




• Gelatinelösung (10 g/l), 1 g Gelatine in 100 ml 
Milli-Q-Wasser suspendieren und durch 
Autoklavieren lösen. Die Lagerung erfolgt bei 
Raumtemperatur. 
Materialien: 






Um ein Anheften adhärent wachsender Endothelzellen an Oberflächen von Kulturgefäßen zu 
ermöglichen, werden diese mit Gelatine beschichtet.
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gleichmäßig mit 0,1 ml/cm2 Gelatinelösung bedeckt und 20 min bei Raumtemperatur 
inkubiert. Die Gelatinelösung wird abgesaugt und die betreffende Fläche einmal mit PBS 
gewaschen. Die Zellkulturgefäße können sofort verwendet werden.  
 




5 g/l Trypanblau und 9 g/l NaCl in Wasser 









Zur Bestimmung der Zellzahl sowie zur Unterscheidung lebender und toter Zellen werden 
diese mit Trypanblau angefärbt. 50 µl einer Zellsuspension werden mit 50 µl 
Trypanblaulösung vermischt und etwa 2 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Suspension 
wird in eine Neubauerzählkammer gegeben. Die lebenden, ungefärbten Zellen werden unter 










Bei jeder Zellzählung werden mindestens 4 Großquadrate ausgezählt und der Mittelwert des 
Zelltiters berechnet. 
 
5.3.5 Subkultivierung adhärenter Zellen 
 




0,5 g/l steriles Trypsin und 0,2 g/l steriles EDTA 
in PBS lösen, bei 4°C lagern. 
Material: 





Das Kulturmedium wird abgezogen und der Zellrasen mit 0,2 ml/cm2 PBS gewaschen.      
0,04 ml/cm2 Trypsin/EDTA werden hinzugegeben und auf der Oberfläche so verteilt, dass 
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der Zellrasen vollständig benetzt ist. Überschüssige Lösung wird sofort abgezogen und die 
Ablösung der Zellen mikroskopisch kontrolliert. 
Durch vorsichtiges Aufklopfen des Kulturgefäßes wird der Ablösevorgang unterstützt. Die 
Zellen werden mit 0,2 ml/cm2 Kulturmedium aufgenommen, 50 µl Zellsuspension zur 
Zellzählung entnommen und der Rest 5 min bei 110 gav und Raumtemperatur sedimentiert. 
Der Überstand wird abgezogen, ein Zelltiter von 1⋅106 Zellen/ml eingestellt. Die Zellen 
werden mit dem gewünschten Bruchteil der Zellernte in neue gelatinierte Kulturgefäße 
ausgesät. 
 




2,4 E/ml im PBS, bei 4°C lagern 
Materialien: 
• Zellkulturgefäß, gelatiniert 
 
Durchführung: 
Das Kulturmedium wird abgezogen und der Zellrasen mit 0,2 ml/cm2 PBS gewaschen.      
0,04 ml/cm2 Dispaselösung werden hinzugegeben und auf der Oberfläche so verteilt, dass 
der Zellrasen vollständig benetzt ist. Das Ablösen der Zellen wird durch 10 min Inkubation 
unter Zellkulturbedingungen unterstützt. Die Zellen werden mit 0,2 ml/cm2 Kulturmedium 
aufgenommen, 50 µl Zellsuspension zur Zellzählung entnommen und der Rest 5 min bei  
110 gav und Raumtemperatur sedimentiert. Der Überstand wird abgezogen, ein Zelltiter von 
1⋅106 Zellen/ml eingestellt. Die Zellen werden mit dem gewünschten Bruchteil der Zellernte in 
neue gelatinierte Kulturgefäße ausgesät. 
 
5.3.6 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen [Doyle & Morris, 1993] 
 
Lösungen: 
• NCS, gekühlt auf 4°C 
• Lagermedium: NCS + 15% (v/v) DMSO, gekühlt 
auf 4°C für HUVEC, EA.hy 926 und BHK 21; 
NCS und 20% (v/v) DMSO, gekühlt auf 4°C für 
CHO-AA8 
• Auftaumedium: IF + 10% (v/v) NCS, 37°C 











Kryokonservierung: 0,5 ml auf Eis vorgekühltes Lagermedium wird in ein Kryoröhrchen 
vorgelegt und die nach der Trypsinierung erhaltene Zellsuspension auf einen Titer von 2⋅106 
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Zellen/ml eingestellt. Nach Zugabe von 0,5 ml Zellsuspension je Kryoröhrchen werden 1⋅106 
Zellen/ml in 7,5% bzw. 10% DMSO in NCS eingefroren. Dazu werden die Kryoröhrchen 
zunächst 24 h in einer speziellen Kryobox bei –80°C und einer Abkühlrate von 1°C/min 
gelagert und danach zur Langzeitaufbewahrung in der Gasphase über flüssigem Stickstoff 
bei mindestens –120°C überführt. 
Auftauen: Beim Auftauen von Zellen ist auf ein rasches Entfernen des DMSO zu achten. 
Hierzu werden die Kryoröhrchen zügig im Wasserbad bei 37°C aufgetaut, mit 9 ml 
vorgewärmtem Medium verdünnt und bei 110 gav und Raumtemperatur zentrifugiert. Der 
Überstand wird abgezogen, die Zellen werden in entsprechendem Kulturmedium 
resuspendiert und in beschichtete Kulturgefäße ausgesät. 
 
5.3.7 Herstellen von konditioniertem Medium 
 
Lösungen: 




• Zellkulturgefäß mit 2 Tage postkonfluentem 
Zellrasen 
• Zentrifugenröhrchen, 15 ml und 50 ml 
 
Durchführung: 
Die Herstellung konditionierten Mediums erfolgt ausschließlich auf 2 Tage postkonfluenten 
Zellkulturen. Der Zellrasen wird mit 0,2 ml/cm2 frischem Kulturmedium für 72 h unter 
Kulturbedingungen im Inkubator kultiviert. Das resultierende Medium wird je nach Menge in 
ein entsprechendes Zentrifugenröhrchen überführt und bei Raumtemperatur zentrifugiert       
(5 min, 275 gav). Der Überstand wird in Portionen zu 5 ml in flüssigem N2 eingefroren und bei 
–20°C gelagert. 
 
5.3.8 Kultivierung in konditioniertem Medium 
 
Die Kultivierung in konditioniertem Medium erfolgt unter folgenden Bedingungen: Das 
verwendete Volumen konditionierten Mediums entspricht dem von frischem (0,2 ml/cm2), es 
wird jedoch maximal für 24 h auf dem Zellrasen belassen. Je nach Versuchsaufbau erfolgt 
eine Mischung des konditionierten Mediums mit frischem Kulturmedium. Die tiefgefrorenen 
Portionen werden aufgetaut, auf 37°C vorgewärmt und sofort verwendet. Eine längere 
Lagerung bei 4°C findet nicht statt. 
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5.4 Kultivierung von Zellen unter Standardbedingungen 
 
5.4.1 Isolierung humaner Endothelzellen aus der Nabelschnurvene (HUVEC) 
 
Die Isolierung der Zellen wird in Anlehnung an die von Gimbrone und Friedl beschriebenen 




• IF-Basalmedium mit 10% (v/v ) NCS 
• EGM2-Medium 
• NCS 
• Trypsinlösung (0,5 g/l Trypsin in IF) 




• Glasschale (∅ ≈ 20 cm) mit Deckel 
• Schlauchverbinder (2 Stück) 
• gelatinierte Zellkulturflasche (75 cm2) 
• Einmalskalpell mit gerader Klinge 
• IN-Stopfen (2 Stück) 
• 10 ml Spritzen mit Kanülen, gelb 
• Kabelbinderzange mit Kabelbinder 
• Zentrifugenröhrchen (50 ml) 
 
Durchführung: 
Direkt nach der Geburt wird die Nabelschnur von der Plazenta getrennt, von Blutresten 
befreit und bei 4°C in 100 ml PBS-Pen/Strep gelagert. Die Isolierung der Zellen findet 
innerhalb der nächsten 12-24 h statt. 
Die Präparation der Nabelschnur erfolgt in Glasschalen unter der Sterilbank. Die beiden 
Enden der Nabelschnur werden um etwa 1 cm mit dem Einmalskalpell verkürzt, um glatte 
Venenöffnungen zu erhalten. Ein Ende der Vene wird mit Kabelbinder und 
Schlauchverbinder kanüliert und mit einem IN-Stopfen versehen. Mit Hilfe einer Spritze wird 
die Vene mit etwa 50 ml 37°C warmem IF-Basalmedium blutfrei gespült. 
Anschließend wird das zweite Ende kanüliert und mit einem IN-Stopfen versehen. Zum 
Ablösen der Zellen wird die Vene mit Trypsinlösung prall gefüllt und 20 min bei 37°C in 
einem Wärmeschrank inkubiert. 
Anschließend wird die Zellsuspension abgezogen und in das Zentrifugenröhrchen, welches    
5 ml vorgewärmtes NCS enthält, gegeben. Daraufhin werden die gelösten Zellen mit bis zu 
45 ml IF-Medium mit 10% (v/v) NCS durch mehrmaliges Spülen mit Hilfe zweier Spritzen aus 
der Vene herausgewaschen. Ein gleichzeitiges Massieren der Nabelschnur unterstützt 
hierbei die Ablösung der Zellen. 
Der Vorgang wird wiederholt, bis die Vene vollständig entleert ist. Die Zellsuspension wird    
5 min bei 110 gav zentrifugiert, in 15 ml EGM2-Medium aufgenommen und in eine 75 cm2 
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Kulturflasche ausgesät. Nach 4-6 h wird das Medium gewechselt, um nicht angewachsene 
Zellen, Zelltrümmer und Erythrocyten zu entfernen. 
 




 IF-Basalmedium mit: 
 15% (v/v) NCS 
 2 mM L-Glutamin 
 200 ng/ml FGF 
 5 µg/ml Heparin 
5 µg/ml Transferrin 
Material: 








Die Kultivierung der HUVEC erfolgt in gelatinierten Zellkulturgefäßen mit 0,2 ml/cm2 
Kulturmedium. Alle 2 bis 3 Tage wird das Kulturmedium durch frisches ersetzt. Bei Konfluenz 
werden die Zellen mit einer Teilungsrate von 1:3 bis 1:6 passagiert. Die konfluenten Kulturen 
erreichen eine Zelldichte von 0,5-1⋅105 Zellen/cm2. Bei Versuchen finden ausschließlich 
HUVEC der Passagen 1-4 Verwendung. HUVEC wachsen streng kontaktinhibiert und bilden 
einschichtige Zellrasen mit einer für Endothelzellen typischen Kopfsteinpflastermorphologie. 
 
5.4.3 Kultivierung der Endothelzelllinie EA.hy 926 
 
Die permanente Endothelzelllinie EA.hy 926 ist eine Hybridzelllinie, die durch Fusion von 




 IF-Basalmedium mit: 
 5% (v/v) NCS 
 2 mM L-Glutamin 
Material: 






Die Kultivierung der EA:hy 926 erfolgt in gelatinierten Zellkulturgefäßen mit 0,2 ml/cm2 
Kulturmedium. Alle 2 bis 3 Tage wird das Kulturmedium durch frisches ersetzt. Bei Konfluenz 
werden die Zellen mit einer Teilungsrate von 1:5 bis 1:10 passagiert. EA.hy 926 wachsen 
streng kontaktinhibiert und bilden einschichtige Zellrasen mit einer für Endothelzellen 
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typischen Kopfsteinpflastermorphologie. Die konfluenten Kulturen erreichen eine Zelldichte 
von 1-2⋅105 Zellen/cm2. 
 
5.4.4 Kultivierung von BHK-21 
 
BHK-21 ist ein Unterklon der ursprünglichen Zelllinie BHK, die aus Nieren von fünf einen Tag 




 IF-Basalmedium mit: 
 5% (v/v) NCS 
 2 mM L-Glutamin 
Material: 






Die Kultivierung der BHK-21 erfolgt in unbeschichteten Zellkulturgefäßen mit 0,2 ml/cm2 
Kulturmedium. Alle 2 bis 3 Tage wird das Kulturmedium durch frisches ersetzt. Bei Konfluenz 
werden die Zellen mit einer Teilungsrate von 1:5 bis 1:20 passagiert. BHK-21 wachsen 
adhärent und bilden faserartige einschichtige Zellrasen. Die konfluenten Kulturen erreichen 
eine Zelldichte von 2-3⋅105 Zellen/cm2. 
 
5.4.5 Kultivierung von CHO-AA8 Tet-Off 
 
CHO-AA8 Tet-Off, ein Subtyp von CHO-K1, ist eine permanente Zelllinie, die mit dem 
Regulatorplasmid des Tet-Off Genexpressionssystems [Gossen & Bujard, 1992] stabil 
transfiziert ist. Der Klon wurde von der Firma Clontech Laboratories bezogen. CHO-Zellen 




 IF-Basalmedium mit: 
 5% (v/v) FCS 
 2 mM L-Glutamin 
Material: 






Die Kultivierung der CHO-AA8 Tet-Off erfolgt in unbeschichteten Zellkulturgefäßen mit 0,2 
ml/cm2 Kulturmedium. Alle 2 bis 3 Tage wird das Kulturmedium durch frisches ersetzt. Bei 
Konfluenz werden die Zellen mit einer Teilungsrate von 1:5 bis 1:20 passagiert. CHO-AA8 
Tet-Off wachsen adhärent und zeigen spindelförmig ausgespreitete Morphologie. Die 
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konfluenten Kulturen erreichen eine Zelldichte von 2-3⋅105 Zellen/cm2. Da in dieser Arbeit 
keinen Wert auf das Tet-Off Genexpressionssystem gelegt wurde, wurde auf die Ausübung 
eines Selektionsdrucks durch Zusatz von G418 zum Kulturmedium verzichtet. 
 
5.4.6 Kultivierung von C32 
 
C32 ist eine permanente humane amelanotische Melanomazelllinie mit epithelialer 




 EMEM-Basalmedium mit: 
 10% (v/v) FCS 
 1% (v/v) NEAA 
 2 mM L-Glutamin 
Material: 







Die Kultivierung der C32 erfolgt in unbeschichteten Zellkulturgefäßen mit 0,2 ml/cm2 
Kulturmedium. Alle 2 bis 3 Tage wird das Kulturmedium durch frisches ersetzt. Bei Konfluenz 
werden die Zellen mit einer Teilungsrate von 1:2 bis 1:6 passagiert. C32 wachsen adhärent 
und zeigen epitheliale Morphologie. Die konfluenten Kulturen erreichen eine Zelldichte von  
2-3⋅105 Zellen/cm2. Bei hohen Zelldichten beginnen die C32 in mehreren Schichten 
übereinander zu wachsen. 
 
 
5.5 Kultivierung der Zellen unter dynamischen Bedingungen in 
der Plattenkegelapparatur 
 
Die Zellen werden zunächst in gelatinierten Kulturschalen (∅ 35 oder 94 mm) mit 0,2 ml/cm2 
Kulturmedium bis zu 2 Tage nach Erreichen der Konfluenz vorkultiviert. Anschließend 
werden die Proben für 6-48 h unter dynamischen Bedingungen in der Apparatur 
weiterkultiviert. Die Strömungsbedingungen resultieren sowohl aus dem Winkel des 
Polycarbonatkegels als auch aus der eingestellten Kegeldrehzahl. Bei einem Kegelwinkel 
von 5° und einer Drehzahl >60 U/min wirken turbulente Strömungsbedingungen, bei einem 
Kegelwinkel von 0,5° laminare Strömungsverhältnisse auf den Zellrasen ein. 
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Lösungen: 
• 70% (v/v) Ethanol 
• PBS 
• IF-Basalmedium 
• Kulturmedium mit: 
 1000 E/ml Penicillin 
 1000 µg/ml Streptomycin 




• Plattenkegelscherungsapperatur: Der erzeugte 








τ = Scherstress [dyn/cm2] 
µ = Viskosität des Mediums bei 37°C 
α = Kegelwinkel 
UAnzeige = angezeigte Drehzahl am 
Steuerelement [U/min] 
 
Da die in der oben aufgeführten Formel zur Berechnung des Scherstresses von einem 
Abstand zwischen Kegelspitze und Zellrasen von Null ausgegangen wird, dieser jedoch mit 
der Apparatur nicht einzustellen ist, wird auf die exakte Angabe der Größe des 
Scherstresses verzichtet. Die Einstellungen der Drehzahlen waren in allen Versuchen so 
gewählt, dass der Scherstress bei laminaren Strömungsbedingungne etwa 10 dyn/cm2 
entsprach und bei turbulenten Strömungsbedingungen größer 1 dyn/cm2 war. 
 
Durchführung: 
Vor ihrem Einsatz wird die Plattenkegelscherungsapparatur mit einem weichen Tuch und 
70% (v/v) Ethanol gereinigt, der Kegel 30 min in 70% (v/v) Ethanol sterilisiert und die 
Apparatur auf 37°C im Wärmeschrank temperiert. Die vorkultivierten Zellen werden mit 
Basalmedium gewaschen, mit 0,1 ml/cm2 frischem Kulturmedium versehen und die 
Kulturschale zügig in die Apparatur eingebaut. 
Der Kegel wird mit Hilfe des Grobtriebes hochgestellt und die Kulturschale samt Deckel in 
die dafür vorgesehene Fassung eingesetzt. Der Deckel wird abgenommen und der Kegel 
über der Kulturschale justiert. Der exakte Abstand der Plattenkegelspitze zum Zellrasen wird 
mit einer Micrometerskala auf einen Abstand von ca. 10 µm eingestellt. 
Die zusammengebaute Plattenkegelapparatur wird zur laminaren bzw. turbulenten 
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5.6 Bestimmung zellulärer Parameter 
 
5.6.1 Nachweis der Apoptose 
 
5.6.1.1 Definition des Apoptoseindexes 
 
Zur Quantifizierung der in einem Experiment erhaltenen Anzahl apoptotischer Zellen wird der 







mit:   AI = Apoptose-Index [%] 
Zapop. = Anzahl apoptotischer Zellen 
Z  = Gesamtzellzahl. 
Ohne Berücksichtigung der gewählten Vergrößerung werden bei jeder Probe mindestens 
1000 Zellen in zufällig ausgewählten Gesichtsfeldern ausgewertet und der Apoptoseindex 
berechnet. 
 
5.6.1.2 Direkte morphologische Auswertung DAPI gefärbter Zellen 
 
DAPI bindet spezifisch an die zelluläre DNS. Der gebundene Fluoeszenzfarbstoff weist eine 
hohe Fluoreszenzintensität auf. Im Fluoreszenzbild weisen vitale Zellen einen regelmäßigen, 
runden, homogen blau leuchtenden Zellkern auf. 
Die DNS-Fragmentierung apoptotischer Zellen führt zu einem unregelmäßig fragmentierten 
Kern mit hell leuchtenden Fragmenten, den sogenannten apoptotischen Körperchen. 






 4% (v/v) Formaldehyd in PBS, 4°C. 
 
• DAPI-Lösung 
 60 nM DAPI in Methanol 
 Anregungswellenlänge: 340 nm 
 Emissionswellenlänge: 480 nm 
Durchführung: 
Der Kulturüberstand wird abgesaugt und der Zellrasen für 30 min mit 0,1 ml/cm2 
Formaldehyd-Lösung bei 4°C fixiert. Nach einmaligem Waschen mit 0,2 ml/cm2 PBS wird die 
DNS der Zellen mit 0,1 ml/cm2 DAPI-Lösung für 30 min bei 4°C gefärbt. Nach einem 
Methoden   44
weiterem Waschschritt mit 0,25 ml/cm2 PBS wird der Zellrasen mit PBS überschichtet und 
unter dem Fluoreszenzmikroskop mit Hilfe des etablierten Bildauswertungssystems 
„ZellCount“ [Kaiser et al., 1997] ausgewertet. Die Lagerung der gefärbten Proben ist bei 4°C 
über mehrere Wochen möglich. 
 
5.6.2 Apoptoseinduktion durch Camptothecin [Tanizawa, 1994] 
 
Zur Induktion der Apoptose findet Camptothecin Verwendung. Dieses Reagenz wirkt 




• Camptothecin Stammlösung, 10 mM  




Die Camptothecin Stammlösung wird mit Kulturmedium auf eine Konzentration von 2 µM 
eingestellt. Das verbrauchte Kulturmedium wird entfernt, das camptothecinhaltige Medium 
aufgetragen und die Zellen für 16 h unter Kulturbedingungen inkubiert. Die Zellen werden 
anschließend fixiert und die Zellkerne mittels DAPI-Lösung angefärbt. Die Auswertung der 
Färbung erfolgt wie unter Kapitel 5.6.1.2 beschrieben. 
 
5.6.3 Funktionalität biologisch aktiver Proteine 
 
Unter Verwendung der in Tabelle 5.6-1 aufgelisteten Antikörper und Proteine werden 
Untersuchungen hinsichtlich deren Einfluss auf die Apoptose unter unterschiedlichen 
Kultivierungsbedingungen durchgeführt. Falls nicht gesondert darauf hingewiesen wird, 
werden die Zellen mit normalem Kulturmedium vorkultiviert und zwei Tage nach Erreichen 
der Konfluenz unter Zugabe der in Tabelle 5.6-1 aufgelisteten Substanzen weiterkultiviert. 
 
Durchführung: 
Von den in der Tabelle 5.6-1 aufgelisteten Substanzen werden sterile Lösungen in frischem 
und konditioniertem  Kulturmedium hergestellt. Hierzu werden die Substanzen in den in 
Tabelle 5.6-1 aufgelisteten Konzentrationsangaben in einem Fünftel der erforderlichen 
Kulturmenge an frischem Medium angesetzt. Das verbrauchte Medium wird entfernt und die 
Zellen werden mit supplementiertem Medium 15 min unter Kulturbedingungen inkubiert. 
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Anschließend werden die Testmedien (vier Fünftel der erforderlichen Kulturmenge) 
bestehend aus frischem Medium, konditioniertem Medium (siehe Kapitel 5.3.7) oder frischem 
Medium mit Zusatz von TSP 1 zugesetzt und die Zellen 16 bis 96 h unter den jeweils 
angegebenen Kulturbedingungen weiterkultiviert. Nach Entfernung des Mediums werden die 
Zellen fixiert und die Apoptoserate bestimmt. 
 
 






Bric 126 (mk) 
bindet das Integrin 
assoziierte 
Protein (CD47) 




bindet das Integrin 
assoziierte 
Protein (CD47) 
1:200 NeoMarkers Brown et al., 1990 
anti-CD47 
B6H12 (mk) 
bindet das Integrin 
assoziierte 
Protein (CD47) 
1:5000 Prof. Frazier,  
Uni St.Louis, 
MO (USA) 
Brown et al., 1990 
anti-CD47 
2B7 (mk) 
bindet das Integrin 
assoziierte 
Protein (CD47) 
1:1000 Prof. Frazier,  
Uni St.Louis, 
MO (USA) 
Brown et al., 1990 
anti-CD47 
3G3 (mk) 
bindet das Integrin 
assoziierte 
Protein (CD47) 
1:2000 Prof. Frazier,  
Uni St.Louis, 
MO (USA) 
Brown et al., 1990 
anti-CD47 
(pk) 








bindet Fas Ligand (CD95L) 1:500 BD Pharmingen Kayagaki et al., 
1997 





RGD-aktiv bindet an das Integrin αVβ3 1 Merck, 
Darmstadt 
Haubner et al., 
1996 
CBD-aktiv bindet an CD47 1 Bachem Gao et al., 1996 







verhindert die Bindung des 
Fas-Liganden (CD95L) an 
den Rezeptor (CD95) 
je 1 Alexis Hahne et al., 1996 
TSP 1 induziert Apoptose bzw. 
Proliferation 
2 Calbiochem  
 
Tabelle 5.6-1: Übersicht der für die Aufklärung der Apoptoseregulation verwendeten Peptide und 
Proteine. 
 [mk = monoklonal, anti-CD47 = Antikörper gegen das Integrin Assoziierte Protein, anti-
FasL = Antikörper gegen Fas Ligand], RGD-aktiv = zyklisches Arg-Gly-Asp-[D-Phe]-Val 
[EMD 66203], CBD-aktiv = Hexapeptid, abgeleitet aus der Zellbindedomäne des Tsp1: 
H-Arg-Phe-Tyr-Val-Val-Met-OH]. 
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5.7 Transfektion von Säugerzellen 
 
5.7.1 Transiente Transfektion in BHK-21 
 




• BHK-21 Kulturmedium 
• Plasmid-DNS 
• Serumfreies Transfektionsmedium 
• Trypanblau 
• Lipofectamin (Invitrogen) 






• Zentrifugenröhrchen 15ml 
• Neubauer Zählkammer 
• Zentrifuge 
• Fluoreszenzmikroskop 
 Anregungswellenlänge: 430-510 nm 
 Emissionswellenlänge: 495 nm 
• Digitalkamera 
• Software HiPic 32 
 
Durchführung: 
Eine Kultur BHK-21 wird mikroskopisch überprüft, dispasiert (siehe Kapitel 5.3.5.2) und 5 min 
bei 110 gav sedimentiert. Das Zellsediment wird in BHK-21 Kulturmedium aufgenommen und 
es wird eine Lebendzellzahlbestimmung durchgeführt (siehe Kapitel 5.3.4). Der Zelltiter wird 
mit Kulturmedium auf 1·106 Zellen/ml eingestellt. Mit Hilfe einer Varipette werden je 0,5 ml 
der Zellsuspension pro Kavität in eine 24-Lochplatte ausgesät. Die Zellen werden etwa 24 h 
bei 37°C und 5 % CO2 kultiviert, bis sie 60 - 80% Konfluenz erreicht haben. 
Daraufhin werden 0,4 µg Plasmid-DNS in 21 µl serumfreies Medium gegeben. Neben 
CD47/pEGFP-N1 wird auch pEGFP-N1 als Positivkontrolle transfiziert. Zu der DNS wird 4 µl 
Plus Reagenz gegeben und die Lösung wird bei Raumtemperatur 15 min inkubiert. 
Währenddessen werden 5 µl Lipofectamin in 23 µl serumfreies Medium gegeben. Die 
präkomplexierte DNS-Plus-Lösung wird mit der Lipofectamin-Lösung gemischt und erneut  
15 min bei Raumtemperatur inkubiert. 
Von der 24-Lochplatte wird das Medium abgezogen, und die Zellen werden einmal mit PBS 
gewaschen. Es wird 200 µl serumfreies Medium zu den Zellen gegeben. Dann wird die 
Transfektionslösung in jede Kavität gegeben (~50 µl), es wird kurz gemischt, und die Zellen 
werden mit Transfektionslösung etwa 15 h bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Als 
Negativkontrollen werden die Zellen nur mit Plasmid-DNS und nur mit Transfektionsreagenz 
inkubiert. Danach wird das Transfektionsmedium abgezogen, die Zellen werden einmal mit 
PBS gewaschen und 0,5 ml Kulturmedium in jede Kavität gegeben. Nach weiteren 24 h kann 
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die Expression des Vektors anhand der EGFP-Fluoreszenz überprüft werden. Dazu wird die 
Kultur unter einem Fluoreszenzmikroskop mit einem EGFP-Filter betrachtet. Das Ergebnis 
wird mit einer Digitalkamera festgehalten. 
 
5.7.2 Transiente Transfektion von HUVEC 
 





• Serumfreies Transfektionsmedium 
• Plasmid-DNS 








• Zentrifugenröhrchen 15 ml 
• Neubauer Zählkammer 
• Zentrifuge 
• Fluoreszenzmikroskop 
 Anregungswellenlänge: 430-510 nm 
 Emissionswellenlänge: 495 nm 
• Digitalkamera 
• Software HiPic 32 
 
Durchführung: 
Eine 24-Lochplatte wird gelatiniert (siehe Kapitel 5.3.3). Die HUVEC-Kultur wird 
mikroskopisch überprüft, trypsiniert, und die Zellen werden gezählt (siehe Kapitel 5.3.5.1 und 
5.3.4). Der Zelltiter wird mit HUVEC-Kulturmedium auf 1.2·106 Zellen/ml eingestellt. Es 
werden 0,5 ml der Zellsuspension pro Kavität ausgesät, und die Zellen werden etwa 24 h bei 
37°C und 5% CO2 kultiviert. Sie sollten 60 - 70% Konfluenz erreicht haben, bevor sie 
transfiziert werden. 
0,5 µg Plasmid-DNS werden in 50 µl serumfreies Medium gegeben. 5 µl Lipofectin werden 
ebenfalls zu 50 µl serumfreien Medium gegeben. Die beiden Lösungen werden gemischt und 
mindestens 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Zellen werden währenddessen einmal 
mit serumfreien Medium gewaschen. 
Zu der Transfektionslösung werden 0,4 ml serumfreies Medium gegeben und in die 
Kavitäten pipettiert. Die Zellen werden 3 h bei 37°C und 5% CO2 mit der Transfektionslösung 
inkubiert. Als Negativkontrollen werden die Zellen nur mit Plasmid-DNS und nur mit 
Transfektionsreagenz inkubiert. Danach werden sie einmal mit PBS-- gewaschen, und die 
Transfektionslösung wird durch HUVEC-Kulturmedium ersetzt. Nach 48 h kann die 
Expression des Vektors mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops und eines EGFP-Filters 
untersucht und photographisch dokumentiert werden. 
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5.8 Molekularbiologische Methoden 
 
Alle für molekularbiologische Arbeiten verwendeten Materialien werden entweder steril 
bezogen, durch Autoklavieren für 20 min bei 121°C und 2 bar oder trockene Hitze sterilisiert 
oder mit 70% (v/v) Ethanol behandelt. Vor und nach der Arbeit wird die Laborbank mit        
70% (v/v) Ethanol abgewischt. Alle Materialien oder Geräte, die mit Bakterien oder 
Nukleinsäure in Kontakt waren, werden entweder mit Alkohol abgewischt oder sterilisiert.  
 
5.8.1 Häufig verwendete Puffer, Lösungen und Medien 
 
Alle Lösungen für molekularbiologische Arbeiten werden mit monodestilliertem Wasser 
angesetzt. Lösungen für enzymatische Reaktionen werden in bidestilliertem Wasser 
angesetzt. Die verwendeten Chemikalien werden in Analysequalität bezogen. 
1 M Tris/HCl-Stammlösung (pH 8,0) 
• 60,55 g Tris 
Die Tris-Base wird in etwa 400 ml bidestilliertem H2O gelöst, mit 37% (v/v) HCl auf pH = 8,0 
eingestellt und auf 500 ml aufgefüllt. Nach dem Autoklavieren wird die Lösung bei 
Raumtemperatur gelagert. 
0,5 M EDTA-Stammlösung (pH 8,0) 
• 93,05 g EDTA x 2 H2O 
EDTA wird in etwa 300 ml bidestilliertem H2O gelöst, mit 10 M NaOH auf pH 8,0 eingestellt 
und auf 500 ml aufgefüllt. Durch Autoklavieren für 20 min bei 121°C und 2 bar wird die 
Lösung sterilisiert und bei Raumtemperatur gelagert. 
TE-Puffer (pH 8,0) (10 mM Tris/HCl, 1mM EDTA) 
• 5 ml 1 M Tris/HCl-Stammlösung (pH 8,0) 
• 1 ml 0,5 M EDTA-Stammlösung (pH 8,0) 
Tris/HCl und EDTA werden mit bidestilliertem H2O auf 500 ml aufgefüllt, 20 min bei 121°C 
und 2 bar autoklaviert und bei Raumtemperatur gelagert. 
Ampicillin-Stammlösung (50 mg/ml) 
• 500 mg Ampicillin 
Ampicillin wird in etwas bidestilliertem H2O gelöst, auf 10 ml aufgefüllt und sterilfiltriert. Die 
Lösung wird in Portionen zu 1 ml bei –20°C gelagert. 
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Kanamycin-Stammlösung (70 mg/ml) 
• 700 mg Kanamycin 
Kanamycin wird in etwas bidestilliertem. H2O gelöst, auf 10 ml aufgefüllt und sterilfiltriert. Die 
Lösung wird in Portionen zu 1 ml bei –20°C gelagert. 
LB-Medium (10 g/l Casein, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l NaCl) 
• 10 g Casein, enzymatisches Hydrolysat 
• 5 g Hefeextrakt 
• 10 g NaCl 
• 16 Tropfen NaOH 
Casein, Hefeextrakt und NaCl werden in etwa 900 ml dest H2O gelöst, mit 16 Tropfen NaOH 
auf pH 7,5 eingestellt und auf 1000 ml aufgefüllt. Die Lösung wird durch Autoklavieren für 20 
min bei 121°C und 2 bar sterilisiert und bei 4°C gelagert. Ein ausgewähltes Antibiotikum wird 
kurz vor Gebrauch zugesetzt. (Ampicillin: 50 µg/ml, Kanamycin: 70 µg/ml). 
LB-Agar (10 g/l Casein, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l NaCl, 15 g/l Agar) 
• LB-Medium (siehe oben) 
• 15 g Agar 
Casein, Hefeextrakt, NaCl und Agar werden in etwa 900 ml bidestilliertem H2O gelöst, mit 16 
Tropfen NaOH auf pH 7,5 eingestellt und auf 1000 ml aufgefüllt. Der Agar löst sich erst beim 
Autoklavieren. Wenn die Lösung auf ca. 60°C abgekühlt ist, wird ein ausgewähltes 
Antibiotikum (Ampicillin: 50 µg/ml, Kanamycin: 70 µg/ml) zugesetzt, die Lösung in 
Petrischalen gegossen und diese bei 4°C gelagert. 
 
5.8.2 Isolierung von RNS 
 
Zur Isolierung cytosolischer RNS aus Säugerzellen wird das RNeasy Mini-Kit von Qiagen 
verwendet. 1·106 Zellen einer Zellkultur liefern laut Herstellerangaben 10 bis 35 µg RNS. Die 
maximale Bindekapazität der RNeasy Minisäule beträgt 100 µg RNS. Die Arbeiten zur RNS-
Isolierung werden aufgrund der Gefahr einer RNase-Kontamination ausschließlich mit 
Handschuhen durchgeführt. 






50 mM 1 M Tris/HCl, pH 8,0  
140 mM NaCl 
1,5 mM MgCl2 
in MilliQ-Wasser lösen, autoklavieren 
 0,5 % (v/v) NP-40 steril zugeben, bei 4°C 
lagern 
pro 180 µl-Ansatz vor Gebrauch zusetzen: 
1 E/µl RNase Inhibitor 
1 mM DDT 
• RLT-Puffer: 
6 µl β-Mercaptoethanol 
600 µl RLT-Basispuffer (Qiagen) 
• Ethanol, p.A. 
• RW1-Puffer (Qiagen) 
• RPE-Puffer (Qiagen) 
• Nuclease-freies Wasser 
Material: 
• Reaktionsgefäße 2 ml und 1,5 ml, steril und 
Nuclease-frei 
• Zentrifugenröhrchen, 15 ml, steril 



















Die Zellen werden mit PBS gewaschen, trypsiniert und gezählt. Nach Zentrifugation für 5 min 
bei 110 gav wird der Überstand komplett entfernt. Auf das Sediment werden 175 µl kalter 
RLN-Puffer gegeben, die Suspension gut gemischt und 5 min auf Eis inkubiert. Dabei sollte 
die Suspension schnell klar werden. Nach Zentrifugation für 2 min bei 180 gav wird der 
Überstand in ein steriles Reaktionsgefäß (1,5 ml) überführt. Zu der Lösung werden 600 µl 
RLT-Puffer gegeben und gemischt. Die Probe kann nun bei –20°C gelagert werden und ist 
so mehrere Monate stabil. 
Das Lysat wird gegebenfalls 10 min bei 37°C aufgetaut. Zeigt sich, daß aus der Lösung 
etwas ausgefallen ist, wird der Feststoff abzentrifugiert und der Überstand verwendet. Zu der 
Lösung werden 430 µl Ethanol gegeben und gut gemischt. 700 µl der Lösung werden auf 
eine RNeasy Minisäule aufgetragen und diese für 15 s bei mehr als 10000 U/min 
zentrifugiert. Der Durchfluß wird verworfen. Nun wird die restliche Lösung auf die Säule 
aufgetragen, unter den gleichen Bedingungen zentrifugiert und den Durchfluß verworfen. 
Zum Waschen der Säule wird 700 µl RW1 aufgetragen, 15 s bei mehr als 10000 U/min 
zentrifugiert, den Überstand und das Röhrchen verworfen. Die Säule wird in ein neues 
Röhrchen (2 ml) gegeben. Auf die Säule werden 500 µl RPE-Puffer aufgetragen und diese 
15 s bei mehr als 10000 U/min zentrifugiert. Der Durchfluß wird verworfen. Es wird wiederum 
500 µl RPE-Puffer auftragen, 2 min bei Maximalgeschwindigkeit (ca. 13000 U/min) 
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zentrifugiert und der Durchfluß verworfen. Die Säule wird vorsichtig in ein Reaktionsgefäß 
(1,5 ml) überführt, 30 – 50 µl RNase-freies Wasser aufgetragen und 1 min bei mehr als 
10000 U/min zentrifugiert. Falls die erwartete RNS-Ausbeute mehr als 30 µg beträgt, werden 
nochmals 30 µl RNase-freies Wasser aufgetragen und 1 min bei mehr als 10000 U/min 





• Nuklease-freies Wasser 
• TBE-Puffer, 10x 
 89 mM Tris 
 89 mM Borsäure 
 2mM EDTA 
• 1,3% (w/v) Agarose in TBE-Puffer, 1x 
in Mikrowelle lösen 
• 5x RNS-Auftragspuffer 
• Ethidiumbromidbad 
Material: 





Wellenlänge: 260 nm 





5 µl RNS-Lösung werden mit 95 µl RNase-freiem Wasser verdünnt (Verdünnungsfaktor 20) 
und die OD in dem Spektralphotometer bei einer Wellenlänge von 260 nm und 280 nm 
gemessen. Für die Bestimmung der Reinheit der Nukleinsäurelösung wird von der OD260 und 
der OD280 der Quotient gebildet. Dabei dient die Messung bei 260 nm der 
Konzentrationsbestimmung der RNS, während bei 280 nm aromatische Aminosäuren 
absorbieren. Liegt dieser Quotient zwischen 1,8 und 2 gilt die RNS als rein. Die RNS-Menge 
läßt sich nun nach folgender Formel bestimmen: 
 
c = OD260 · Verdünnungsfaktor · 40 µg · ml-1 
 
Agarose-Gel 
Die Agarose wird in TBE-Puffer aufgeschmolzen. Man läßt die klare Lösung auf ca. 70°C 
abkühlen. In die Gelkammer werden Begrenzer und Taschenformer eingesetzt und das 
entsprechende Volumen Agaroselösung eingegossen. Nach Erstarren des Gels werden die 
Begrenzer entfernt und das Gel mit TBE-Puffer überschichtet. Nun wird der Taschenformer 
vorsichtig entfernt. 5 µl RNS werden mit 5 µl RNase-freiem Wasser zunächst für 3 min bei 
70°C und anschließend sofort für 3 min auf Eis inkubiert. Zu der Lösung werden 2 µl RNS-
Auftragspuffer gegeben und in die Geltaschen pipettiert. Der Gellauf wird bei 100 V 
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durchgeführt und abgebrochen, wenn die Puffer-Lauffront etwa 1-2 cm vom Gelrand entfernt 
ist. Das Gel wird 5 min in Ethidiumbromid-Färbelösung gelegt und anschließend kurz unter 
fließendem Wasser gespült. Das Gel wird im Geldokumentationssystem unter UV-Licht 




Die Synthese von cDNS aus etwa 1 µg RNS erfolgt mit dem Omniscript-RT-Kit von Qiagen. 
Dieses enthält neben der Reversen Transcriptase Omniscript (4000 E/ml), den 
dazugehörigen 10x RT-Puffer und eine 5 mM dNTP-Lösung. Zusätzlich müssen noch ein 
RNase-Inhibitor und Random-Primer-Hexamer (10 µM) hinzugefügt werden. 
 
Reaktionsansatz: 
• 1 µg RNS 
• 1x RT-Puffer 
• 0,5 mM dNTP-Mix 
• 0,5 E/µl RNase-Inhibitor 
• 1 µM Random-Primer 









Das Volumen des Reaktionsansatzes beträgt 20 µl. 1 µg RNS wird in 12,75 µl Nuklease-
freiem Wasser aufgenommen, 5 min bei 65°C inkubiert und danach sofort auf Eis gestellt. 
Der Reaktionsansatz wird zur RNS-Lösung gegeben, gemischt und die Lösung 1 h bei 37°C 
inkubiert. Zur Inaktivierung der Reversen Transcriptase kann nun optional der 




Mit Hilfe der Polymerase Kettenreaktion (PCR) können spezifische DNS-Abschnitte in vitro 
amplifiziert werden. Man benötigt dazu 20-30 Basen lange DNS-Stücke (Primer), die 
komplementär zu Teilen der gesuchten Sequenz sind. Durch ein Primerpaar, welches an 




Bei der Konstruktion der Primer sind folgende Punkte zu beachten: Für die meisten Zwecke 
müssen die Amplimere genau komplementär zu der DNS-Vorlage sein. In der Regel sind die 
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Primer für die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zwischen 20 und 30 Nukleotide lang. Die 
Spezifität nimmt nicht zu, wenn die Primer aus mehr als 30 Nukleotiden bestehen. Liegt 
deren G / C – Gehalt bei 40 – 60%, kann man in der Regel mit einer hohen 
Hybridisierungstemperatur arbeiten. Dennoch sollte darauf geachtet werden, dass alle vier 
Basen nach Möglichkeit gleich häufig vertreten sind. Bereiche mit ungewöhnlichen 
Sequenzabschnitten aus Polypurin, Polypyrimidin oder sich wiederholenden Motiven sollten 
ebenso vermieden werden wie Bereiche mit ausgeprägter Sekundärstruktur. Die 
Primerpaare sollten an ihren 3´-Enden weder intra- noch intermolekular komplementär sein. 
Diese Vorsichtsmaßnahmen verhindern, dass sich Primerdimere ausbilden [Newton et al., 
1994]. 
Schmelztemperatur der Primer: 
Zur Bestimmung der Schmelztemperatur von Primern wird folgende Formel verwendet 
[Protocols and Applications Guide, Promega] 
 
Tm=81,5 + 16.6 · (log10[Na+]) + 0,41 · (% [G + C]) – 675 / n 
 
 mit: Tm  Schmelztemperatur 
  [Na+]  molare Salzkonzentration mit [K+] = [Na+] 
  % [G + C] Prozentanteil der G- und C-Basen an dem Amplimer 
  n  Anzahl der Basen in dem Amplimer 
 
5.8.5.2 Polymerase Kettenreaktion  
 
Mit Hilfe der Polymerase Kettenreaktion (PCR) können spezifische DNS-Abschnitte in vitro 
amplifiziert werden. Man benötigt dazu 20-30 Basen lange DNS-Stücke (Primer), die 
komplementär zu Teilen der gesuchten Sequenz sind. Durch ein Primerpaar, welches an 
Strang und Gegenstrang bindet, kann die Sequenz dazwischen vervielfältigt werden. 
Neben der Amplifikation kann die PCR auch zur gezielten Einführung von Mutationen 
dienen. Dazu werden Primer verwenden die sich in einigen Positionen von der Matrize 
unterscheiden. Bei der PCR wird dann die veränderte Sequenz amplifiziert. 





• 10x Pwo PCR-Puffer 
• 25 mM MgSO4 
• 10 mM dNTP-Mix 
• 10 µM Primer 
• 1 E/µl Pwo-Polymerase 
• Nuklease-freies Wasser 
Material: 
• PCR-Thermocycler 









Als Matrize dient entweder ein Vektor mit einem insertierten DNS-Fragment, welches 
amplifiziert werden soll, oder eine cDNS-Probe, aus der eine bestimmte mRNS amplifiziert 
werden soll. 
 
Reagenz Stammkonzentration Endkonzentration 
Pwo-Puffer 10x 1x 
MgSO4 25 mM 1.5 mM - 4 mM 
dNTP´s 10 mM 0,2 mM 
Primer je 10 mM je 0,3 mM 
Vektor-Matrize 1 ng/µl 0,02 ng/ µl 
cDNS-Matrize ~50 ng/µl ~5 ng 
Pwo-Polymerase 1 E/µl 0,05 E/µl 
 
Tabelle 5.8-1: Ansätze für die PCR. 
 
Die Proben werden wie in Tabelle 5.8-1 bis auf die Polymerase angesetzt, es wird ein 
spezifisches Primerpaar ausgewählt, welche das zu amplifizierende Fragment einschließt. 
Die idealen MgSO4-Konzentrationen variieren je nach Primerpaar und zu amplifizierender 
Sequenz. Die Proben werden mit sterilen Wasser auf 47,5 µl aufgefüllt und 2 min bei 94°C 
denaturiert, erst dann wird die Pwo-Polymerase zugegeben und das PCR-Programm 
gestartet. Die Anlagerungstemperatur variiert je nach Primerpaar zwischen 45°C und 48°C. 
Als Negativkontrolle kann ein Ansatz ohne Matrize verwendet werden 
 




• 1,0 – 1,7% (w/v) Agarose in TAE-Puffer, 1x 
in der Mikrowelle gelöst 
• TAE-Puffer, 50x 
40 mM Tris 
40 mM Essigsäure 
2 mM EDTA 
• DNS-Aufragspuffer, 5x 
0,25% (w/v) Bromphenolblau 
0,25% (w/v) Xylencyanol 
15% (w/v) Ficoll 
50 mM EDTA 
0,5% (w/v) SDS 
TAE-Puffer, 1x 
• 1 kb DNS-Größenmarker (NEB) 
• 100 bp DNS-größenmarker (NEB) 
• Ethidiumbromidbad 
Materialien: 















Die Konzentration von DNS-Proben wird durch die Messung der optischen Dichte bei 260 
nm photometrisch bestimmt. Die DNS-Konzentration der Probe ergibt sich aus folgender 
Formel: 
ml
µg50sfaktorVerdünnungODc 260DNS ∗∗=  
Des weiteren lässt sich mit dem Photometer die ungefähre Reinheit der Probe bestimmen. 
Die Reinheit ergibt sich aus dem Quotienten der OD260 durch die OD280. Bei DNS-Proben 
sollte dieser Wert zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Wird ein niedrigerer Wert festgestellt, ist es 
wahrscheinlich zu Verunreinigungen mit Proteinen gekommen. 
 
DNS-Proben werden wie RNS-Proben (Kapitel 5.8.3) gelelektrophoretisch überprüft. Man 
löst dazu je nach Größe des zu untersuchenden Fragments 1 - 1,7% (w/v) Agarose in         
1x TAE-Puffer unter Erhitzen und füllt die Lösung in die Gelkammer. Ist das Gel erstarrt, wird 
die Kammer mit 1x TAE-Puffer gefüllt. Die Proben werden mit 1x DNS-Auftragspuffer 
versetzt und aufgetragen. Zusätzlich wird als Größenvergleich ein DNS-Standard in eine 
weitere Spur aufgetragen. Die DNS wird bei 5 Volt pro cm Elektrodenabstand aufgetrennt 
und mit Ethidiumbromid gefärbt. Die Dokumentation erfolgt unter UV-Licht. 
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5.8.7 DNS-Aufreinigung 
 
Es werden drei verschiedene Methoden verwendet, um DNS aufzureinigen. Sollen Enzyme 
entfernt und der Puffer gewechselt werden, wird die DNS mit Hilfe des Qiaquick PCR-
Purification Kits von Qiagen gereinigt. Treten bei einer PCR unspezifische Banden auf, wird 
das gewünschte Fragment mit Hilfe des Qiaquick Gelextraction-Kits aus dem Gel eluiert. Soll 
nur der Puffer gewechselt oder die Probe eingeengt werden, wird die DNS gefällt. 
 
5.8.7.1 Qiaquick PCR-Purification 
 
Lösungen: 
• Puffer PE (Qiagen) + 70% (v/v) Ethanol 
• Puffer PB (Qiagen) 




• Reaktionsgefäße 1,5 ml, steril 
• Auffanggefäße 2 ml, steril 
• Qiaquick spin Säulen (Qiagen) 
• Tischzentrifuge 
Durchführung: 
Die aufzureinigende Probe wird mit dem fünffachen Volumen an PB-Puffer gemischt und auf 
eine Säule gegeben, die in ein 2 ml Auffanggefäß gesteckt wurde. Die Säule wird 30-60 sec 
bei >15000 U/min zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Die Säule wird zurück in das 
Auffanggefäß gegeben und mit 750 µl PE-Puffer gewaschen. Nach erneuter 30-60 sec 
Zentrifugation bei >15000 U/min wird der Durchfluss wieder verworfen. Zum Trockenen wird 
die Säule nochmals 1 min bei >15000 U/min zentrifugiert. Dann wird die Säule in ein          
1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und die DNS wird mit 30-50 µl EB-Puffer oder Wasser 
eluiert. Die Säule wird dazu 1 min bei ~15000 U/min zentrifugiert. 
 
5.8.7.2 Qiaquick Gel-Extraction 
 
Lösungen: 
• Puffer PE (Qiagen) + 70% (v/v) Ethanol 
• Puffer PQ (Qiagen) 
• Puffer EB (Qiagen) oder bidestilliertes Wasser 
• 3 M Natriumacetat (pH = 5,0) 






• Reaktionsgefäße 1,5 ml, steril 
• Auffanggefäße, 2 ml, steril 
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Durchführung: 
Die Probe wird wie in Kapitel 5.8.6 beschrieben gelelektrophoretisch aufgetrennt und das Gel 
mit Ethidiumbromid gefärbt. Unter UV-Licht wird die gewünschte Bande ausgeschnitten, in 
ein Reaktionsgefäß überführt und abgewogen. Es können maximal 400 mg Gel pro Säule 
aufgereinigt werden. 
Pro 1 mg wird dem Gelstück 3 µl PQ-Puffer zugesetzt. Die Probe wird 10 min bei 50°C 
inkubiert, bis das Gelstück sich komplett aufgelöst hat. Alle 2-3 min wird die Probe gemischt. 
Hat sich das Gelstück aufgelöst, wird die Farbe der Lösung überprüft, ist diese nicht mehr 
gelb, ist die Lösung zu alkalisch. Es wird 10 µl 3 M Natriumacetat (pH 5,0) zugegeben, um 
den pH-Wert wieder einzustellen. 
Pro 1 mg Gel wird der Lösung 1 µl Isopropanol zugesetzt. Die Probe wird auf die Säule 
gegeben, welche in ein Auffanggefäß gesteckt wird. Die Säule wird 1 min bei >15000 U/min 
zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Da die Säule nur 800 µl fasst, muss bei mehr 
Volumen die Probe in zwei Zentrifugationsschritten an die Säule gebunden werden. 
Die Säule wird mit 750 µl PQ-Puffer gewaschen, erneut 1 min bei >15000 U/min zentrifugiert 
und der Durchfluss verworfen. Die Säule wird 1 min bei >15000 U/min getrocknet und in ein 
1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. Die DNA wird mit 30-50 µl EB-Puffer oder Wasser 1 min 





• Ethanol, p.A., Lagerung bei -20°C 
• 70% (v/v) Ethanol, Lagerung bei –20°C 
• 5 M NaCl 









Die Proben werden mit 1/10 ihres Volumens 5 M NaCl und mit dem 2½-fachen Volumen 
100% kalten Ethanol gemischt. Danach wird die DNS 30 min bei -80°C gefällt. Die gefällte 
DNS wird 15 min bei 4°C und 14000 U/min sedimentiert. Der Überstand wird abgezogen und 
das Sediment einmal mit kalten 70% Ethanol gewaschen. Danach wird es bei 
Raumtemperatur getrocknet und schließlich in dem gewünschten Volumen sterilen Wasser 
oder TE-Puffer aufgenommen. 
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5.8.8 DNS-Hydrolyse durch Restriktionsendonukleasen 
 
Restriktionsendonukleasen stellen eigentlich einen intrazellulären bakteriellen Schutz gegen 
Phagen dar. Sie schneiden DNS-Doppelstränge innerhalb einer bestimmten Sequenz. Dabei 
kann es sowohl zu glatten, als auch zu überstehenden Enden kommen. In der 
Molekularbiologie können Restriktionsenzyme unter anderem dazu verwendet werden, um 




• Restriktionspuffer, 10x 
• 10 E/µl bzw. 20 E/µl Restriktionsendonuklease 
• bidestilliertes Wasser 
• optional: 100x BSA 
Materialien: 





Bis zu 100 µg DNS werden mit 1x Restriktionspuffer und 20-40 U Restriktionsenzym auf ein 
Volumen von 100 µl gebracht. Einige Restriktionsenzyme benötigen außerdem noch die 
Zugabe von 1x BSA. Die Probe wird mindestens 2 h bei 37°C inkubiert. Danach wird die 




Um bei der Ligation (siehe Kapitel 5.8.10) eine Religation des Vektors ohne eingebautes 
Fragment zu verhindern, können die 5´-Enden des linearisierten Vektors dephosphoryliert 
werden. Da die Ligase an den 5´-Enden der DNS einen freien Phosphatrest benötigt, werden 




• linearisierter Vektor 
• Restriktionspuffer 3 (NEB), 10x 
• Bidestilliertes Wasser 
• 10 E/µl CIAP (Alkalische Phosphatase aus dem 
Rinderdarm, NEB) 
Materialien: 
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Durchführung: 
Der linearisierte Vektor muss in Wasser vorliegen. Er wird mit 1x Restriktionspuffer 3 auf    
50 ng/µl verdünnt und mit 0,5 E Phosphatase pro 1 µg DNS versetzt. Die Probe wird 60 min 





Mit Hilfe des Enzyms Ligase können in vitro DNS-Fragmente in linearisierte Vektoren 
insertiert werden. Dabei werden Vektor und Fragment mit den gleichen Restriktionsenzymen 
geschnitten, um passende Enden zu bilden, und dann ligiert. 
 
Lösungen: 
• dephosphorylierter Vektor 
• restringiertes Insert 
• T4-Ligasepuffer, 10x 
• 3 E/µl T4 DNS-Ligase 
• bidestilliertes Wasser 
Materialien: 
• Reaktionsgefäße, 1,5 ml, steril 





Zur Ligation werden 20-100 ng des geschnittenen und dephosphorylierten Vektors und die 
drei- bis vierfache molare Konzentration des geschnittenen DNS-Fragmentes eingesetzt, mit 
Ligasepuffer und 3 E Ligase auf ein Volumen von 10 µl gebracht und über Nacht bei 4°C 
inkubiert. Danach erfolgt eine weitere Zugabe von 1,5 E Ligase und eine weitere einstündige 
Inkubation bei Raumtemperatur. Als Kontrolle werden zum einen nur der geschnittene und 
dephosphorylierte Vektor ohne DNS-Fragment zum anderen nur das restringierte Insert in 
die Ligation eingesetzt. Die Ligation kann direkt in die Transformation (siehe Kapitel 5.8.12) 
eingesetzt oder bei -20°C gelagert werden. 
 
5.8.11 Herstellung kompetenter Zellen [Hanahan, 1983] 
 
Nur wenige Bakterienstämme sind natürlicherweise in der Lage DNS aus ihrer Umgebung 
aufzunehmen (Kompetenz). Für die Transformation von Bakterien mit Vektoren werden 
Zellen mit einer möglichst hohen Kompetenz benötigt. In diesem Fall werden Zellen 
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Lösungen: 
• FSB-Puffer, pH = 6,5 
100 mM KCl 
45 mM MnCl2 
10 mM CaCl2 
3 mM Hexamin-Cobalt(III)-Trichlorid 
10 mM Kaliumacetat 
10% (w/v) Glycerin 
In bidestillierten Wasser lösen, pH-Wert 
überprüfen und ggf. mit Essigsäure einstellen, 
sterilfiltrieren. Bei 4°C im Dunkeln lagern. 
• DMSO 
• SOB-Agarplatten 
20 g/l Casein 
5 g/l Hefeextrakt 
10 mM NaCl 
2,5 mM KCl 
16 g/l Agar 
In bidestillierten Wasser lösen, autoklavieren. 
Danach sterile Zugabe von: 
5 mM MgCl2 
5 mM MgSO4 
Flüssigkeit bis auf ~60°C abkühlen lassen und 
die Platten gießen. Über Nacht abkühlen 
lassen, bei 4°C lagern. 
• SOB-Flüssigmedium 
20 g/l Casein 
5 g/l Hefeextrakt 
10 mM NaCl 
2,5 mM KCl 
In bidestillierten Wasser lösen, autoklavieren, 
im Dunkeln bei Raumtemperatur lagern. Vor 
Gebrauch sterile Zugabe von: 
5 mM MgCl2 
5 mM MgSO4 
Materialien: 
• Reaktionsgefäße, 1,5 ml, steril 
• Brutschrank, 37°C 
• Schikanekolben, 500 ml oder 1000 ml 
• Impföse 
• Schüttelbad, 37°C 
• Plastikküvetten 
• Spektralphotometer 600 nm 
• SS34-Zentrifugenröhrchen 
• Kühlzentrifuge 





















Eine frische SOB-Platte wird mit Escherichia coli DH5α angeimpft und über Nacht im 
Brutschrank bei 37°C inkubiert. In einem Schikanekolben werden 50 ml SOB-Flüssigmedium 
vorgelegt, mittels der Impföse mit fünf Kolonien der SOB-Platte angeimpft und bei 37°C unter 
Schütteln (ca. 250 U/min) inkubiert. 
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In regelmäßigen Abständen wird die optische Dichte der Suspension bei 600 nm gemessen. 
Bei einer OD von 0.44-0.5 wird die Inkubation abgebrochen. Dies sollte nach 2-5 h der Fall 
sein. Die Bakteriensuspension wird in ein eisgekühltes SS34-Röhrchen überführt und 12 min 
bei 2500 U/min und 4°C sedimentiert. 
Der Überstand wird verworfen, das Sediment in 14 ml kalten FSB-Puffer resuspendiert und 
15 min auf Eis inkubiert. Die Bakterien werden 10 min bei 2500 U/min und 4°C erneut 
sedimentiert, der Überstand verworfen und das Sediment in 3,36 ml FSB-Puffer 
resuspendiert. Nach einer fünfminütigen Inkubation auf Eis wird die Suspension mit 118 µl 
DMSO versetzt und es wird sofort gemischt. Nach weiteren 5 min auf Eis werden erneut   
118 µl DMSO zugegeben. Nachdem die Suspension gut gemischt wurde, wird sie sofort zu 
je 210 µl auf Reaktionsgefäße aufgeteilt. Die Zellen werden in flüssigen Stickstoff angefroren 
und dann bei -80°C gelagert. Sie sollten mindestens einen Tag bei -80°C eingefroren sein, 
bevor sie zur Transformation eingesetzt werden. 
 
5.8.12 Transformation [Hanahan, 1983] 
 
Mit Hilfe der Transformation werden Plasmidkonstrukte in kompetente Zellen eingebracht. 
Durch Vereinzelung der transformierten Bakterien auf einer Agarplatte, bilden sich Kolonien 
die aus einer einzigen Bakterie hervorgegangen sind. Diese Klone besitzen deshalb alle das 
gleiche Plasmid. Als Vektoren werden Plasmide verwendet, die mindestens eine 
Antibiotikaresistenz beinhalten. Plattiert man die Bakterien auf einen Agar aus, der mit dem 
Antibiotikum versetzt wurde, so können nur Zellen hochwachsen die den Vektor, und somit 




• Selektive LB-Agarplatten  
• SOC-Flüssigmedium 
SOB-Flüssigmedium 
0,02 M Glucoselösung 
vor Gebrauch ansetzen 
• Bidestilliertes Wasser 
• Ligationsansatz oder Vektor-DNS 
Materialien: 
• Transformationsröhrchen, 12 ml 
• Wasserbad 
• Schüttlebad 







Mit Hilfe der Probetransformation wird die Kompetenz der verwendeten Zellen überprüft. Es 
wird ein Reaktionsgefäß mit kompetenten Zellen auf Eis aufgetaut. 1 ng eines gut 
transformierbaren Vektors wird in 10 µl sterilen bidestillierten Wasser gelöst und in ein 
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Transformationsröhrchen gegeben. In ein zweites Röhrchen werden als Negativkontrolle nur 
10 µl steriles Wasser gegeben. Zu diesen Ansätzen werden je 100 µl Bakteriensuspension 
pipetiert und es wird vorsichtig gemischt. 
Die Transformationsansätze werden 40 min auf Eis, dann genau 90 sec bei 42°C und 
schließlich noch einmal 3 min auf Eis inkubiert. Jeweils 900 µl SOC-Medium werden 
hinzugefügt und 90 min bei 37°C unter Schütteln inkubiert. 
100 µl des Vektor-Ansatzes werden ausplattiert, sowie je 100 µl einer 1:10 und 1:100 
Verdünnung mit SOC-Medium. Dies entspricht DNS-Mengen von 100 pg, 10 pg und 1 pg. 
Die Negativkontrolle wird durch kurzes Zentrifugieren sedimentiert, das Sediment in          
100 µl SOC-Medium aufgenommen und komplett ausplattiert. 
Die Platten werden über Nacht bei 37°C inkubiert. Am nächsten Tag werden die Kolonien auf 
den Platten ausgezählt. Es werden die Kolonie formenden Einheiten (cfu) pro µg 
eingesetzter DNS errechnet. Dieser Wert sollte über 1x106 cfu/µg liegen. Kolonien auf der 




Der Ablauf der eigentlichen Transformation gleicht der Probetransformation, jedoch werden 
10 µl Ligationsansatz anstelle der Plasmid-DNS eingesetzt. Als Kontrolle dienen jeweils ein 
Ligationsansatz nur mit geschnittenen dephosphorylierten Vektor und restringiertem Insert. 
Von den Transformationsansätzen werden 100 µl ausplattiert, die restliche Zellsuspension 
wird sedimentiert und das Sediment in 100 µl SOC-Medium aufgenommen und ausplattiert. 
Die Platten werden über Nacht bei 37°C inkubiert. Am nächsten Tag werden die Kolonien 
ausgezählt. Kolonien auf den Kontrollplatten stellen Religationen des Vektors dar, deshalb 
sollten auf den Platten mit DNS-Fragment deutlich mehr Klone zu finden sein als auf der 
Kontrolle, ansonsten gilt die Transformation als fehlgeschlagen. Zur Analyse der Klone 
werden aus ihnen die Vektoren isoliert und gelelektrophoretisch aufgetrennt. 
 
5.8.13 Analytische Plasmidisolierung 
 
Die analytische Plasmidisolierung ist eine schnelle Methode, um die Plasmide eines Klons zu 
untersuchen. Die gewonnene Plasmid-DNS ist jedoch stark verunreinigt und kann für weitere 
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Lösungen: 
• Selektives LB-Flüssigmedium 
• TENS-Puffer 
10 mM Tris/HCl pH 8.0 
1 mM EDTA 
0,5% (w/v) SDS 
In bidestillierten Wasser lösen und 
autoklavieren. Direkt vor Gebrauch zugeben: 
0,1 M NaOH 
• 2 M Kaliumacetat , pH = 5,2 
• Ethanol, p.A., Lagerung bei –20°C 
• 70% (v/v) Ethanol 
• TE-Puffer 
• 20 mg/ml RNase A 
Materialien: 
• Glaskulturröhrchen, steril 












5 ml LB-Flüssigmedium werden mit einem Klon angeimpft und über Nacht bei 37°C unter 
Schütteln (~250 U/min) hochgezogen. 1,5 ml der Übernachtkultur werden in ein 
Reaktionsgefäß überführt und 10 sec in einer Tischzentrifuge sedimentiert. Der Überstand 
wird bis auf 50-100 µl abgezogen. Im verbleibenden Überstand wird das Zellsediment 
resuspendiert. Der Suspension werden 300 µl TENS-Puffer zugesetzt, und sie wird 5 s 
kräftig geschüttelt. Danach werden 150 µl Kaliumacetat zugesetzt und erneut 5 s kräftig 
geschüttelt. 
Die Zelltrümmer werden 2 min in einer Tischzentrifuge sedimentiert und der Überstand in ein 
neues 1,5 ml Reaktionsgefäß gegeben. Durch 900 µl -20°C kalten Ethanol wird die DNS 
gefällt. Die Lösung wird 2 min sedimentiert und der Überstand verworfen. Das Sediment wird 
zweimal mit 70% Ethanol gewaschen, jeweils kurz zentrifugiert und der Überstand 
verworfen. Das Sediment wird etwa 30 min bei Raumtemperatur getrocknet und danach in 
20-40 µl TE-Puffer mit 20 µg/ml RNase A aufgenommen. Die Lösung wird 15 min bei 56°C 
inkubiert. 
3-5 µl der Lösung werden zur Restriktionsanalyse eingesetzt (siehe Kapitel 5.8.8) und 
gelelektrophoretisch ausgewertet (siehe Kapitel 5.8.6) 
 
5.8.14 Anlegen von Dauerkulturen 
 
Zur Konservierung eines Vektors werden mit ihm transformierte Bakterien bei -80°C gelagert. 
Bei Bedarf können diese Bakterien wieder rekultiviert und der Vektor aus ihnen isoliert 
werden. 
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Lösungen: 
• selektives LB-Flüssigmedium 




• Glaskulturröhrchen, steril 
• Kryoröhrchen, 1,8 ml, steril 
• Schüttelbad 
Durchführung: 
5 ml antibiotikumshaltiges LB-Medium werden mit einem Klon angeimpft und über Nacht bei 
37°C unter Schütteln (~250 U/min) hochgezogen. In ein Kryoröhrchen werden 0,5 ml 80% 
Glycerinlösung gegeben und mit 1,5 ml der Übernachtkultur gemischt. Die Dauerkultur wird 
bei -80°C gelagert. 
 
5.8.15 Präparative Plasmidisolierung 
 
Die präparative Plasmidisolierung dient der Gewinnung hochreiner Plasmid-DNS. Diese 
kann in Klonierungen, Transfektionen, Sequenzierungen usw. eingesetzt werden. Zur 




• selektives LB-Flüssigmedium 
• Puffer P1 (Qiagen) + 100 µg/ml RNase A 
• Puffer P2 (Qiagen) 
• Puffer P3 (Qiagen), 4°C 
• Puffer QBT (Qiagen) 
• Puffer QC (Qiagen) 
• Puffer QF (Qiagen) 




• Glaskulturröhrchen, steril 
• Schikanekolben, 500 ml oder 1000 ml 
• Schüttelbad 
• Kühlzentrifuge 
• Zentrifugenröhrchen, 50 ml und 15 ml, steril 
• QIAfilter Midi Cartridge (Qiagen) 
• HiSpeed Midi Säule (Qiagen) 
• Spritzen, 20 ml und 5 ml (Qiagen) 
• QIAprecipitator (Qiagen) 
• Reaktionsgefäße, 1,5 ml, steril 
 
Durchführung: 
Von einer selektiven Platte wird eine Einzelkolonie gepickt und mit ihr 5 ml antibiotikahaltiges 
LB-Flüssigmedium angeimpft. Die Kultur wird etwa 8 h bei 37°C unter Schütteln             
(~300 U/min) inkubiert. Danach wird die Kultur in einen Schikanekolben mit 50 ml 
antibiotikahaltigem LB-Flüssigmedium überführt und 12-16 h bei 37°C unter Schütteln 
inkubiert. 
Die Bakteriensuspension wird in ein Zentrifugenröhrchen überführt und die Zellen 15 min bei 
6000 U/min und 4°C sedimentiert. Der Überstand wird verworfen und das Sediment in 6 ml 
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Puffer P1 resuspendiert. Es werden 6 ml Puffer P2 hinzugefügt und durch mehrmaliges 
Invertieren gut gemischt. Die Lösung wird bei Raumtemperatur genau 5 min inkubiert. 
Daraufhin werden 6 ml kalter Puffer P3 hinzugefügt und es wird erneut durch Invertieren 
gemischt. Die Lösung wird sofort in die QIAfilter Midi Cartridge gegeben und dort 10 min bei 
RT inkubiert. 
Währenddessen wird ein HiSpeed Midi Säule mit 4 ml Puffer QBT äquilibriert. Die Flüssigkeit 
durchfließt dabei die Säule, wie auch in allen folgenden Schritten, allein durch die 
Schwerkraft. Nach der zehnminütigen Inkubation wird die Lösung mit Hilfe eines Stempels 
durch die QIAfilter Cartridge direkt in die HiSpeed Midi Säule filtriert. Nachdem die Lösung 
die Säule durchlaufen hat, wird die Säule mit 20 ml Puffer QC gewaschen. Schließlich wird 
die DNS mit 5 ml Puffer QF in ein 15 ml Zentrifugenröhrchen eluiert. 
Dem Eluat werden 3,5 ml Isopropanol zugesetzt, und die Plasmid-DNS wird 5 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Währenddessen wird von einer 20 ml Spritze der Stempel 
entfernt und der QIAprecipitator auf den Auslass gesteckt. Die Lösung wird in die Spritze 
gegeben und durch den Präzipitator mit konstanter Kraft gedrückt, wobei die DNS an den 
Präzipitator bindet. Der Präzipitator wird von der Spritze gelöst und danach der Stempel 
wieder aufgezogen. Dann wird der Präzipitator wieder aufgesetzt und zur Trocknung der 
DNS Luft durch ihn gedrückt. Dieser Vorgang wird wiederholt. Der Auslass des Präzipitators 
wird mit einem Papier getrocknet. 
Von einer 5 ml Spritze wird der Stempel entfernt, und der Präzipitator wird aufgesetzt. Es 
werden 1 ml TE-Puffer in die Spritze gegeben und durch den Präzipitator gedrückt. Das 
Eluat wird in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß aufgefangen. Der Präzipitator wird von der Spritze 
gelöst und der Stempel herausgezogen. Danach wird der Präzipitator wieder aufgesetzt und 
das Eluat wird erneut in die Spritze gegeben und nochmals durch den Präzipitator gedrückt. 






• Plasmid-DNS in bidestilliertem Wasser 
• 10 mM Sequenzierprimer 
• 100 mM Tris/HCl, pH = 8,5 
Materialien: 




Die Sequenzierungen werden von Sequence Laboratories Göttingen GmbH durchgeführt. 
0,6 µg Plasmid-DNS werden mit 20 pmol eines Primers in 7 µl 5-10 mM Tris pH 8,5 gelöst. 
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Der Primer sollte ein 18-25mer sein mit einem Schmelzpunkt von 52-60°C, er stellt den 
Startpunkt der Sequenzierung dar. Die Probe wird stoßsicher verpackt und versandt. 
 
 
5.9 RNS Nachweis durch quantitative RT-PCR 
 
Zur Untersuchung einer Transkriptionalen Regulation eines Gens bietet sich die quantitative 
RT-PCR an. Hierzu wird zunächst die isolierte cytosolische RNS in cDNS umgeschrieben 
und die zu untersuchende Sequenz anschließend über eine Polymerase Kettenreaktion 




• 10x Taq PCR-Puffer 
• 25 mM MgCl2 
• 10 mM dNTP-Mix 
• 10 µM IAP-F-Quant, IAP-R-Quant 
• 10 µM HU-Actin-F, HU-Actin-R 
• 5 E/µl Taq-Polymerase 
• Nuklease-freies Wasser, steril 
Material: 
• PCR-Thermocycler 









Als Matrize dient eine cDNS-Probe, aus der eine bestimmte mRNS amplifiziert werden soll. 
 
Reagenz Stammkonzentration Endkonzentration 
Taq PCR-Puffer 10x 1x 
MgCl2 25 mM 1,5 mM 
dNTP´s 10 mM 0,2 mM 
CD47-Primer je 5 µM je 0,15 µM 
β-Actin-Primer je 5 µM je 0,2 µM 
cDNS-Matrize ~50 ng/µl ~5 ng 
Taq-Polymerase 1,25 E/µl 1,75 E 
 
Tabelle 5.9-1: Ansätze für die quantitative PCR. 
 
Die Proben werden wie in Tabelle 5.9-1 bis auf die Polymerase angesetzt. Zur Vermeidung 
von Pipettierfehlern wird für alle Ansätze zunächst ein sogenannter Master-Mix mit allen 
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Bestandteilen zusammengestellt, die in allen zu amplifizierenden Ansätzen in gleichen 
Mengen zugesetzt werden. Dieser wird anschließend zu gleichen Volumen auf die einzelnen 
Ansätze verteilt. Zur Amplifikation von CD47 wird das Primerpaar IAP-F-Quant und IAP-R-
Quant verwendet, das einen DNS-Abschnitt von ca. 450 Basen auf der CD47-cDNS 
einschließt. Als Standard wird β-Actin in den Ansätzen mit amplifiziert. Die Proben werden 
mit sterilen Wasser auf 48,6 µl aufgefüllt und 2 min bei 94°C denaturiert, erst dann wird die 
Taq-Polymerase zugegeben und das PCR-Programm gestartet. Als Negativkontrolle wird ein 
Ansatz ohne Matrize verwendet, des weiteren wird als Actin-Amplifikationskontrolle zu jedem 
Ansatz ein weiterer Ansatz ohne CD47-Primer angesetzt. Jeder Ansatz wir in einer 
Dreifachkontrolle amplifiziert. Nach der PCR werden die Ansätze über ein 1,7% (w/v) 
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt (siehe Kapitel 5.8.6) und die Bandenstärke über 
eine Ethidiumbromid-Färbung verglichen. Dabei wird die CD47-Bande über die β-Actin-
Bande normiert.  
 
Temperatur Dauer Wiederholungen 
94°C 1 min / 
94°C 20 sec 
58°C 1 min 
72°C 1 min 30 sec 
25 – 30 Zyklen 
4°C ∞ / 
 
Tabelle 5.9-2: Temperaturprogramm zur quantitativen PCR. 
 
 
5.10 Northern Blot [Brown & Mackay, 1997] 
 
5.10.1 Klonierung der Sondenmatrize 
 
Für den Nachweis von CD47 soll eine RNS-Sonde verwendet werden. Für deren Synthese 
muss die CD47-cDNS in einen Vektor kloniert werden, der einen T7-Promoter enthält. An 
den T7-Promoter bindet die T7-RNS-Polymerase, mit deren Hilfe in vitro die RNS-Sonde 
transkribiert werden kann. Als externer Standard wird das Haushaltsgen β2-Mikroglobulin, 
ein Teil des Haupthistokompatibilitätskomplexes II, verwendet. 
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Durchführung: 
Als Vektor für die Sondensynthese dient pcDNA3.1. Dieser wird mit Hilfe einer präparativen 
Plasmidisolierung (siehe Kapitel 5.8.15) aus Dauerkulturen gewonnen, mit HindIII und 
EcoRV geschnitten (siehe Kapitel 5.8.8) und aufgereinigt (siehe Kapitel 5.8.7). 
Die DNS-Fragmente für die Sonden werden mittels PCR amplifiziert (siehe Kapitel 5.8.5.2). 
Als Primerpaar dienen beim CD47-Fragment LDo-IAP-F(EcoRV) und LDo-IAP-R(HindIII), 
beim Mikroglobulin-Fragment LDo-MG-F(EcoRV) und LDo-MG-R(HindIII). Als Matrize wird in 
die PCR im Falle des CD47 der Vektor IAP/pEGFP eingesetzt, da dieser das gewünschte 
Fragment schon enthält. Die PCR wird mit einer Anlagerungstemperatur von 48°C und mit   
2 mM MgSO4 durchgeführt. 
Bei der Mikroglobulin-Sonde wird eine cDNS aus HUVEC-RNS eingesetzt (siehe Kapitel 
5.8.2 und 5.8.4) und eine Anlagerungstemperatur von 45°C, sowie 2,5 mM MgSO4 
verwendet. 
Die amplifizierten Fragmente werden mit EcoRV und HindIII geschnitten (siehe Kapitel 5.8.8) 
und aufgereinigt. Sie werden in einer Ligation, in einem Verhältnis von 3:1 und 4:1 zum 
Vektor eingesetzt (siehe Kapitel 5.8.10). Die Hälfte des Ligationsansatz wird für eine 
Transformation in kompetente Zellen verwendet (siehe Kapitel 5.8.11 und 5.8.12). 
Die erhaltenen Klone werden gepickt, und es wird eine analytische Plasmidpräparation 
durchgeführt (siehe Kapitel 5.8.13). Die isolierte Plasmid-DNS wird auf ein Gel aufgetragen 
(siehe Kapitel 5.8.6) und mit einem leeren Vektor verglichen. Bei Proben, die höher laufen 
als der leere Vektor, wird das Insert mit EcoRV und HindIII herausgeschnitten und die Größe 
gelelektrophoretisch mit dem jeweiligen erwarteten Fragment verglichen. 
Klone, die anscheinend ein richtiges Insert tragen, werden für eine präparative 
Plasmidisolierung hochgezogen. Ein Teil der isolierten Plasmid-DNS wird zur Sequenzierung 
verschickt (siehe Kapitel 5.8.16). Als Sequenzierprimer wurden LDo-IAP-F(EcoRV) und  
LDo-IAP-R(HindIII) verwendet. Wird anhand der Sequenzierung der positive Klon bestätigt, 




In den Northern Blot wird eine mit [α-32P]-UTP markierte radioaktive RNS-Sonde eingesetzt. 
Radioaktive Sonden haben den Vorteil, dass sie sehr empfindlich sind.  
 
Lösungen: 
• T7 RNS-Polymerasepuffer, 10x 
• 50 E/µl T7 RNS-Polymerase 
• je 10 mM rATP, rCTP und rGTP 
• 20 mg/ml BSA 
• 40 E/µl RNase-Inhibitor 
• 370 TBq/µl [α32P]-UTP, 30 TBq/mmol 
• Nuklease-freies Wasser 
• RNase-freie DNase I 
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Materialien: 







Der entsprechende Vektor wird mit EcoRV linearisiert. Dadurch wird gewährleistet, dass die 
T7-Polymerase am Ende des jeweiligen Sondenfragmentes abbricht. Der geschnittene 
Vektor wird aufgereinigt (siehe Kapitel 5.8.7.1) und mit TE-Puffer eluiert. Der in Tabelle  
5.10-1 angegebene Ansatz wird mit Nuclease-freien Wasser auf 20 µl gebracht. 
 
Reagenz Stammkonzentration Endkonzentration 
T7-Puffer 10x 1x 
rNTP´s außer UTP je 10 mM je 500 µM 
BSA 20 mg/ml 100 µg/ml 
RNase-Inhibitor 40 E/µl 1 E/µl 
Vektormatrize / 100 µg/ml 
T7-RNS-Polymerase 50 E/µl 1 E/µl 
[α32P]-UTP 10 µCi/µl 100 µCi 
 
Tabelle 5.10-1: Ansatz für die Sondensynthese. 
 
Die Lösung wird 1 h bei 37°C inkubiert. Danach werden 2 E DNase I zugegeben und es wird 




In der Lösung mit der Sonde befinden sich neben Proteinen auch noch freie radioaktive 
Ribonukleotide. Diese würden in einem Northern Blot für einen sehr hohen Hintergrund 
sorgen. Die Sonde muss deshalb aufgereinigt werden. Dazu wurde das QIAquick Nucleotide 
Removal Kit von Qiagen verwendet. 
 
Lösungen: 
• Puffer PN (Qiagen) 
• Puffer PE (Qiagen) 
• Puffer EB (Qiagen) 
 
Materialien: 
• Reaktionsgefäße, 1,5 ml, steril 
• Auffanggefäße, 2 ml 
• QIAquick Spin Säule (Qiagen) 
• Tischzentrifuge 
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Durchführung: 
Das fünffache Volumen an Puffer PN wird zu der Sonde gegeben und die Lösung  auf eine 
Säule gegeben, die in ein Auffanggefäß gesteckt wird. Die Säule wird 1 min bei  6000 U/min 
zentrifugiert und das Auffanggefäß mit dem Durchfluss verworfen. Dann wird die Säule in ein 
neues Auffanggefäß gegeben und zweimal mit 500 µl Puffer PE gewaschen. Sie wird jeweils 
1 min bei 6000 U/min zentrifugiert und der Durchfluss mit dem Auffanggefäß verworfen. Zum 
Abschluss wird die Säule 1 min bei 13000 U/min getrocknet und in ein 1,5 ml 
Reaktionsgefäß überführt. 
Die RNS wird mit 200 µl Puffer EB eluiert. Dazu wird die Säule 1 min bei 13000 U/min 





HUVEC werden isoliert und kultiviert (siehe Kapitel 5.4.1, 5.4.2 und 5.3.5). Zum Einsetzen in 
die Strömungsapparatur werden sie in 94 mm Schalen ausgesät und mindestens bis zum 
dritten Tag nach Erreichen der Konfluenz kultiviert. Die Strömung erfolgt über 24 h (siehe 
Kapitel 5.5). Bei laminarer Strömung wird nach 24 h die Ausrichtung des Zellrasens 
überprüft. 
Sowohl von der geströmten Kultur als auch von der statischen Kontrolle wird daraufhin die 
cytosolische RNS isoliert (siehe Kapitel 5.8.2). Bei der Trypsinierung des Zellrasens wird 
jedoch ein Randstück ausgespart. Mit Hilfe dieses Bereichs wird der Apoptoseindex der 
Kultur bestimmt. Laminare Kulturen müssen einen ausgerichteten Zellrasen sowie eine 
signifikant erniedrigte Apoptoserate aufweisen. Dagegen sollten turbulent geströmte HUVEC 
einen signifikant erhöhten Apoptoseindex gegenüber statischen Kulturen aufweisen. Sollte 
dies nicht der Fall sein, werden sie verworfen. 
Die RNS-Proben werden analysiert (siehe Kapitel 5.8.3). Intakte Proben werden gefällt 
(siehe Kapitel 5.8.7.3) und in 5-10 µl Nuclease-freiem Wasser aufgenommen. Dabei können 
auch zur Erhöhung der RNS-Konzentration mehrere Proben vereint werden. Die Proben 
werden danach bei -20°C gelagert. 
 




• 3% (v/v) H2O2 
• DEPC-behandeltes Wasser 
100 µl DEPC werden 1 L bidestillierten Wasser 
zugesetzt und die Lösung wird über Nacht zum 
Entgasen des DEPC unter dem Abzug mit 
angedrehten Deckel gelagert. Autoklavieren 
und bei Raumtemperatur lagern. 
• MOPS-Puffer, 10x 
0,4 M MOPS, pH = 7,0 
0,1 M Natriumacetat 
0,01 M EDTA 
in DEPC-behandelten Wasser lösen und bei 
4°C lagern. 
• 35% (v/v) Paraformaldehyd 
• Formamid 
• RNS-Auftragspuffer, 5x 




• Gelkammer (Mini) 
 
Durchführung: 
Vor dem Gellauf werden die Gelkammer sowie alle verwendeten Gefäße mit 3% H2O2 gefüllt 
und 30 min inkubiert. Anschließend werden sie mit DEPC-Wasser befüllt und erneut 30 min 
inkubiert. Dies stellt die RNase-Freiheit der benutzten Materialien sicher. 
Die Auftrennung der RNS erfolgt in einem 1-2% Formaldehydgel mit 1x MOPS-Puffer. Dazu 
wird die Agarose unter Erwärmen in DEPC-Wasser gelöst. Man lässt das Gel auf etwa 65°C 
abkühlen, dann wird auf 65°C vorgewärmter 10x MOPS-Puffer zugesetzt, um eine einfache 
Konzentration zu erreichen, und es werden 3% (v/v) Formaldehyd zugegeben. Daraufhin 
wird das Gel gegossen. Ist es erstarrt wird es mindestens 30 min in 1x MOPS-Puffer 
äquilibriert. 
Pro Ansatz werden auf dem Gel 5-10 µg cytosolische RNS aufgetrennt. Da CD47 nur in sehr 




Lösung Volumen Endkonzentration 
RNS x 5-10 µg gesamt 
Formamid 10 µl 50 % (v/v) 
Formaldehyd 3,3 µl ~12% (v/v) 
10x MOPS-Puffer 2 µl 1x 
 
Tabelle 5.10-2: Probenvorbereitung für RNS-Auftrennung. 
 
Der Ansatz von Tabelle 5.10-2 wird mit DEPC-Wasser auf 20 µl gebracht. Die Proben 
werden 15 min bei 65°C denaturiert. Dann werden 5 µl 5x RNS-Auftragspuffer zugegeben 
(1x Endkonzentration). Der Gellauf erfolgt bei 100 V. 
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Die eingesetzte Menge MOPS führt zu einer geringen Pufferkapazität. Sollte der Gellauf 
deutlich über 1 h liegen, muss deshalb nach etwa der Hälfte der Zeit der Laufpuffer 






• DEPC-behandeltes Wasser 
• SSC, 20x, pH = 7,0 
3 M NaCl 
0,3 M Natriumcitrat 
in bidestillierten H2O lösen, 100 µl DEPC pro    
1 L SSC zusetzen und über Nacht unter dem 
Abzug entgasen. Autoklavieren und bei 
Raumtemperatur lagern. 
Materialien: 
• Glasschalen, ∅ 15 cm 
• Whatman-Papier 
• Nylon-Membran, positiv geladen 
• 2 Plastikwannen 






Vor dem Blot muss das Gel vorbereitet werden. Die Glasschalen werden zuerst 30 min in   
3% H2O2 und dann 30 min in DEPC-Wasser inkubiert. In den Glasschalen erfolgen die 
verschiedenen Inkubationsschritte, es werden jeweils etwa 20-25 ml der Lösungen 
verwendet. Das Gel wird viermal 5 min in DEPC-Wasser gebadet, um das Formaldehyd zu 
entfernen. Es folgt ein 45 minütiger Waschschritt in 20x SSC. 
Es werden sechs Whatman Papiere und die Membran auf Gelgröße geschnitten und in        
20x SSC Puffer getaucht. Die Wanne und das Podest werden mit einem RNase Inhibitor 
abgewischt, dann wird die Wanne mit etwa 500 ml 20x SSC gefüllt. Aus dem Whatman 
Papier werden zwei lange Streifen als Brücken ausgeschnitten und in 20x SSC getaucht. 
Das Podest wird in die Mitte der Wanne gestellt. Darauf werden die beiden Brücken über 
kreuz gelegt, die Enden reichen jeweils in den Laufpuffer. Auf die Brücken werden erst drei 
Whatman Papiere, das Gel mit der Rückseite nach oben, dann die Membran und schließlich 
wieder drei Whatman Papiere gelegt. Die einzelnen Papiere sowie die Membran und das Gel 
werden mit Hilfe einer Pasteurpipette luftblasenfrei glatt gerollt. Die Fläche um den Aufbau 
auf dem Podest wird mit Parafilm abgedichtet. Schließlich kommt ein etwa 5 - 10 cm hoher 
Stapel zurecht geschnittener Papiertücher auf den Aufbau. Darauf wird als Beschwerung ein 
Plastikblock gelegt. 
Die Wanne wird abgedeckt und der Transfer erfolgt durch Kapillarkräfte über Nacht. Nach 
dem Transfer wird das Gel in Ethidumbromid gefärbt und unter UV-Licht photographiert, um 
die Vollständigkeit des Transfers zu überprüfen. 
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5.10.7 Hybridisierung der Membran 
 
Die Membran wird zuerst mit der CD47-Sonde hybridisiert und autoradiographiert. Erst 
danach erfolgt in einem zweiten Hybridisierungsschritt der Einsatz der β2-Mikroglobulin-
Sonde. Dies ist nötig, da β2-Mikroglobulin im Vergleich zu CD47 so stark exprimiert wird, 
dass es die CD47-Bande überdecken würde. 
 
Lösungen: 
• DEPC-behandeltes Wasser 
• Methylenblau-Lösung 
0,03% (w/v) Methylenblau 
0,3 M Natriumacetat, pH = 5,2 
• SSC, 6x in DEPC-behandeltem Wasser 
• Denhardts-Reagenz, 100x 
20 µg/ml Ficoll 400 
20 µg/ml Polyvinylpyrrolidon 
20 µg/ml BSA 
in bidestillierten Wasser lösen, autoklavieren 
und bei -20°C lagern. 
• 5 mg/ml denaturierte Lachs-Sperma DNS 
5 mg/ml Lachssperma in DEPC-behandelten 
Wasser lösen. Die DNS durch mehrmaliges 
Aufziehen und Ausspritzen durch eine Kanüle 
scheren. Die Lösung 10 min im Kochwasserbad 




50% (w/v) Formamid 
1% (w/v) SDS 
in DEPC-behandelten Wasser lösen und bei 
Raumtemperatur lagern. Bei niedrigen 
Temperaturen fällt das SDS aus, es kann durch 
Erwärmen wieder gelöst werden. 
• Radioaktiv markierte CD47- bzw. β2-
Mikroglobulin-Sonde 
Materialien: 
























Die Glasschalen und ein 50 ml Greiner-Röhrchen werden mit 3% H2O2 und anschließend mit 
DEPC-behandelten Wasser je 30 min inkubiert. 
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Zur Immobilisierung der RNS wird die Membran 30 min bei 80°C getrocknet und 
anschließend 4 min dem UV-Licht des Geldokumentationssystems ausgesetzt. Die RNS wird 
dabei kovalent mit der Nylonmembran verknüpft. 
Die Membran wird zur Überprüfung des Transfers und der Integrität der RNS 45 sec mit 
einer 0,03% Methylenblau-Lösung inkubiert, welche unspezifisch RNS anfärbt. Danach wird 
die Membran zweimal 5 min mit DEPC-behandelten Wasser auf einem Kippschüttler 
entfärbt. Die Dokumentation der Färbung erfolgt mit Hilfe eines Geldokumentationssystems 
unter Weißlicht, als Größenvergleich dient ein Lineal, welches mit der Membran zusammen 
fotografiert wird. 
Die Membran wird danach zweimal 5 min mit 6x SSC auf einem Kippschüttler inkubiert. Sie 
muss nicht völlig entfärbt sein. Reste von Methylenblau stören die Hybridisierung nicht. 
Gleichzeitig wird die denaturierte Lachs-Sperma DNS bei 100°C denaturiert und nach 5 min 
auf Eis gestellt. 
Die Prähybridisierung erfolgt in einem 50 ml Zentrifugen-Röhrchen. Die 
Prähybridisierunglösung (~1 ml/10 cm2 Membran) wird mit 100 µg/ml der denaturierten 
Lachs-Sperma DNA gemischt und zu der Membran in das Zentrifugen-Röhrchen gegeben. 
Die Prähybridisierung erfolgt bei 60°C rotierend in einem Hybridisierungsofen für 3 - 4 h. 
Die Prähybridisierungslösung wird verworfen und durch die gleiche Menge 
Prähybridisierungslösung, der ebenfalls 100 µg/ml 5 min bei 100°C denaturierte Lachs-
Sperma DNA zugegeben wurde, ersetzt. Zusätzlich werden noch 100 µl der aufgereinigten 
CD47-, bzw. β2-Mikroglobulin-Sonde zugesetzt. Die Hybridisierung erfolgt bei 60°C rotierend 





• 2x SSC in DEPC-behandeltem Wasser 
• 2x SSC / 0,1% (w/v) SDS in DEPC-
behandeltem Wasser 
• 0,2x SSC / 0,1% (w/v) SDS in DEPC-
behandeltem Wasser 











Die Waschschritte laufen sowohl bei der CD47- als auch bei der β2-Mikroglobulin-Sonde 
gleich ab. Es wird einmal 5 min mit 2x SSC / 0.1% SDS bei RT, zweimal 15 min mit          
0.2x SSC / 0.1% SDS bei 42°C und schließlich zweimal mit 0.1x SSC / 0.1% SDS bei 68°C 
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rotierend gewaschen. Die Membran wird mit 2x SSC abgespült und in Frischhaltefolie 
eingewickelt. 
In einer Exponierungskassette wird die Membran auf einen Phosphorimager-Schirm gelegt. 
Zum Nachweis von CD47 wird die Membran 18-24 h exponiert, zum Nachweis von β2-
Mikroglobulin 3-4 h. Wird die Membran nicht sofort wieder hybridisiert, wird sie in 2x SSC 




Das Phosphor-Imaging System [Johnston et al., 1990] stellt eine Alternative zum 
Röntgenfilm dar. Der Phosphoimagerschirm besteht aus BaFBr:Eu2+-Kristallen. Wird er α-, β- 
oder γ-Strahlung ausgesetzt, so findet eine Oxidation von Eu2+ zu Eu3+ statt. Wird der Screen 




• Fuji Film FLA-5000 Phosphorimager 
• ImageEraser 
• Software Image Reader FLA-5000 
• Software Image Gauge V3.41 
 
Durchführung: 
Der Schirm wird mit Hilfe des Phosphoimagers und dem Programm Image Reader 
eingelesen. Der Schirm wird danach im ImageEraser unter Neonlicht gelöscht. Mit Hilfe der 
Software Image Gauge kann der Northern Blot quantifiziert werden. Dazu werden die 
verschiedenen Spuren markiert. Das Programm errechnet für jede Spur ein Profil, das der 
relativen Stärke der Färbung über die Spur entspricht (siehe Abbildung 5.10.1). In diesem 
Profil wird der Hintergrund und der Gipfel der gesuchten Bande markiert. Image Gauge 
errechnet daraufhin das Integral unter diesem Gipfel, welches der relativen Bandenstärke 
entspricht. 
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Abbildung 5.10-1: Profil einer Spur mit Hintergrund und markierten Gipfel 
 
Durch den Vergleich der CD47-Bandenstärke mit der korrelierenden β2-Mikroglobulin-
Bandenstärke wird ein Wert gewonnen, mit dem die CD47-Expression der verschiedenen 
Proben auf dem Blot verglichen werden kann. 
 
 
5.11 Immunchemische Methoden 
 
Im Rahmen biochemischer Verfahren werden Chemikalien in reinster Qualität verwendet. 
Das Ansetzen von Lösungen erfolgt, falls nicht gesondert darauf hingewiesen wird, mit 
bidestilliertem Wasser. Alle Tätigkeiten werden mit Handschuhen durchgeführt. 
 
5.11.1 Lokalisierung und Nachweis zellulärer Antigene durch indirekte 
Immunfluoreszenz 
 
Der Nachweis spezifischer Antigene mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenz umfasst in 
der Regel zwei wesentliche Schritte: Die Erkennung und Bindung des Antigens durch einen 
spezifischen Antikörper (Primärantikörper), der in einem zweiten Schritt durch einen den 
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Erstantikörper erkennenden Detektionsantikörper (Sekundärantikörper) markiert wird. Dieser 
ist mit einem Reporterenzym, welches ein Substrat in fluoreszierende Produkte spaltet oder 
direkt mit einem Fluorophor gekoppelt. Bei der jeweiligen Färbung sind in Abhängigkeit von 
der Lokalisation und Häufigkeit des Antigens Detektionssysteme unterschiedlicher 
Sensitivität nötig, um eine ausreichende Signalstärke zu erreichen. 
Eine Steigerung der Sensitivität kann hierbei durch den Einsatz weiterer Sekundärantikörper 
oder durch Verwendung von Streptavidin und Biotin Konjugaten, welche mit Antikörpern, 
Rezeptorenzymen oder Fluorophoren gekoppelt sind, erreicht werden. 
 
5.11.1.1 Synthese von Biotinyltyramidkonjugat [Bobrow und Litt, 1993] 
 
Substanzen: 





• 2,0 ml Röhrchen, steril mit Schraubverschluß 
• Verschlussfolie „Parafilm 
 
Durchführung: 
Die Synthese des Biotinyltyramidkonjugates wird bei Raumtemperatur in einen 2 ml 
Röhrchen durchgeführt. 0,3 mM (= 10 mg) Tyramin und 0,3 mM (= 25 mg) D-Biotin-NHS 
werden zusammen in 250 µl wasserfreiem DMSO gelöst. Das verschraubte Röhrchen wird 
zusätzlich mit Verschlussfolie abgedichtet und auf dem Taumelrollenschüttler bei 5Upm über 
Nacht gedreht, um eine optimale Durchmischung des Ansatzes zu gewährleisten. Die 
quantitative Synthese liefert eine farblose Lösung mit einer Biotinyltyramidkonzentration von 
55 mg/ml, die in Portionen zu je 25 µl bei –20°C gelagert werden. Nach dem Auftauen nicht 
verwendetes BT-Konjugat wird verworfen.  
 





 PBS + 0,5% (v/v) Tween-20 
• Absättiger 
0,5% (v/v) Tween-20 + 0,5% (w/v) BSA in PBS 
• Fixierlösung 
 4% (v/v) Formaldehyd in PBS, 






• MAK CD47 (Bric 126) 
Monoklonales Maus-anti-humanes CD47-IgG, 
bei –20°C gelagert. 
 Konzentration: 1 mg/ml 
 Arbeitsverdünnung: 1:1000 in PBT 
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Zweitantikörper 
• Cy3 konjugiertes F(ab)2-Fragment 
 Konzentration: 1,5 mg/ml 




• Kippschüttler Duomax 1030 
• Zellkulturen 
• Fluoreszenzmikroskop 
 Anregungswellenlänge:  553 nm 
 Emissionswellenlänge:  575 nm 
 
Durchführung: 
Die bei den folgenden Arbeitsschritten eingesetzten Volumina betragen jeweils 0,2 ml/cm2. 
Der Zellrasen wird mit PBS gewaschen und anschließend bei 4°C für 30 min mit 4% (v/v) 
Formaldehydlösung in PBS fixiert und zweimal mit PBS gewaschen. Alle nun folgenden 
Schritte werden bei Raumtemperatur unter leichtem Schütteln auf einem Kippschüttler  
(Stufe 2) durchgeführt. Zwischen den einzelnen Inkubationsschritten wird dreimal mit PBT 
gewaschen. Der Zellrasen wird für eine Stunde mit Absättiger behandelt und der 
Erstantikörper für zwei Stunden hinzugegeben. Danach wird der Zweitantikörper zugegeben 
und für weitere 90 min inkubiert. 
Nach dem letzten Waschschritt wird durch Zugabe von PBS ein Austrocknen der Präparate 
verhindert. Die gefärbten Proben werden unter dem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet und 
bei 4°C lichtgeschützt gelagert. 
 





 PBS + 0,5% (v/v) Tween-20 
• Absättiger 
0,5% (v/v) Tween-20 + 0,5% (w/v) BSA in PBS 
• Fixierlösung 
 4% (v/v) Formaldehyd in PBS, 
 Lagertemperatur: 4°C 
• Boratpuffer 
100 mMBorsäure, pH = 8,5 mit NaOH einstellen 
• Biotinyltyramid Konjugat 
Konzentration: 55 mg/ml 
Arbeitsverdünnung: 1:3000 
• BT Substratlösung 
10 ml Boratpuffer, 2 µl Biotinyltyramidlösung 





• siehe Antikörperformulierungen unter 5.6.3 
• Maus-IgG 
Konzentration: 11 mg/ml 
Frisch mit PBT ansetzen und sterilfiltrieren 




 POD Aktivität der Stammlösung: 150 U/ml, bei 
4°C lagern 
 Arbeitsverdünnung: 1:1000 in PBT 
• Cy3 SP 
 Cy3 konjugiertes Streptavidin 
 Konzentration: 1,8 mg/ml 
Arbeitsverdünnung: 1:3000 PBT 
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Material: 
• Kippschüttler Duomax 1030 
• Zellkulturen 
• Fluoreszenzmikroskop 
 Anregungswellenlänge:  553 nm 









Für die im Folgenden beschriebenen Arbeitschritte sind 0,2 ml/cm2 der jeweiligen Lösung 
ausreichend. Die Zellen werden einmal mit auf 37°C temperiertem PBS gewaschen, für      
30 min mit Fixierlösung bei 4°C inkubiert und zweimal 5 min mit PBS gewaschen. Alle 
weiteren Arbeitschritte erfolgen unter leichtem Schütteln auf dem Kippschüttler (Stufe 2) bei 
Raumtemperatur. Die Zellen werden für 1 h mit Absättiger behandelt, dreimal 5 min mit PBT 
gewaschen und für 2 h mit Erstantikörper inkubiert. Als Negativkontrolle dient eine mit der 
entsprechenden Menge an unspezifischem Maus-IgG behandelten Probe. Die Zellen 
werden, wie bereits beschrieben, mit PBT gewaschen. Die folgende Inkubation mit dem 
Sekundärantikörper erfolgt für 2 h. Nach dem Waschen der Zellen mit PBT werden diese für 
5 min mit Boratpuffer inkubiert und die BT-Substratlösungfür 1 bis 5 min aufgetragen. 
Ungebundenes Biotinyltyramid wird durch Waschen entfernt und Cy3 SP für 45 min 
aufgetragen. Ab der Inkubation mit dem Fluorophor werden die Ansätze lichtgeschützt 
gehandhabt. Nach dem abschließenden Waschen werden die Zellen mit PBS überschichtet 
und die Proben unter dem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet.  
 
5.11.2 Immunadsorption von Antigenen an Protein A-Sepharose 
 
Durch Immunadsorption lassen sich Antigene aus Kulturüberständen konzentrieren und 
aufreinigen. Hierbei werden an spezifische Antikörper gebundene Antigene über einen 
Brückenantikörper an Protein A-Sepharose gebunden. Die Präzipitate können durch 
Zentifugation bequem von den Kulturüberständen getrennt und aufgereinigt werden. 
 
Lösungen: 
• HUVEC-Kulturüberstand (94 mm Kulturschale) 
• PBS, 4°C  
• 50% (v/v) Protein A-Sepharose in PBS, 4°C  
• 10% (w/v) BSA in PBS, –20°C  






• MAK Fas Ligand (G247-4) 
Monoklonales Maus-anti-humanes Fas Ligand-
IgG, bei 4°C gelagert 
Konzentration: 0,5 mg/ml 
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Brückenantikörper: 
• RAM F(ab´)2 Fragment 
Kaninchen-anti-Maus IgG F(ab´)2 Fragment, bei 
4°C gelagert 
Konzentration: 1,3 mg/ml 
Arbeitsverdünnung: 1:1000 in PBS 
 
Material: 
• Zentrifugenröhrchen, 15 ml 
• Taumelrollenschüttler 
• Kühlzentrifuge 




100 mg Protein A-Sepharose werden über Nacht mit 1 ml PBS bei 4°C aufgeschlemmt, 
zweimal mit 1 ml PBS gewaschen und in 400 µl PBS aufgenommen. 150 µl dieser 
aufgeschlemmten 50% (v/v) Protein A-Sepharose in PBS werden mit 10 µl 10% (w/v) BSA in 
PBS und 3 ml RAM F(ab´)2 Fragment in einem Zentrifugenröhrchen über Nacht bei 4°C 
inkubiert. Der HUVEC-Kulturüberstand wird von den Zellen abgenommen, 5 min bei 275 
U/min zentrifugiert und der Überstand mit dem Präzipitationsantikörper über Nacht auf dem 
Taumelrollenschüttler bei 4°C inkubiert. Die Protein A-Sepharose wird 5 min bei 10000 U/min 
und 4°C zentrifugiert und der Überstand verworfen. Zum Waschen wird die Sepharose 
zweimal in 1 ml Lysispuffer aufgenommen, mehrfach invertiert und 15 s bei 10000 U/min 
zentrifugiert. Nach Zugabe des HUVEC-Kulturüberstandes zu der Protein A-Sepharose wird 
das Zentrifugenröhrchen weitere 4 h auf dem Taumelrollenschüttler bei 4°C inkubiert. Die 
Präzipitate werden 5 min bei 10000 U/min und 4°C zentifugiert und der Überstand verworfen. 
Zum Waschen wird die Protein A-Sepharose zweimal in 1 ml Lysispuffer aufgenommen, 
mehrfach invertiert und 15 s bei 10000 U/min zentrifugiert. Die Präzipitate werden 
anschließend unter nicht reduzierenden Bedingungen auf einem Lämmli-Gel aufgetrennt 
(siehe Kapitel 5.12.3). 
 
5.11.3 Immunchemischer Nachweis von auf PVDF-Membranen adsorbierten 
Antigenen 
 
Die nach Kapitel 5.12.2 und 5.11.2 erhaltenen Proteinlösungen werden mittels SDS-PAGE 
aufgetrennt, durch Elektrotransfer auf PVDF-Membranen überführt und bestimmte Antigene 




 10 mM Tris/HCl, pH =8,0 
 150 mM NaCl 




Waschpuffer + 2% (w/v) BSA 
• Tris/HCl 
 100 mM Tris/HCl, pH = 8,5, bei 4°C gelagert 
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Proteine: 
Primärantikörper 
• MAK CD47 (B6H12) 
Monoklonales Maus-anti-humanes CD47-IgG, 
bei 4°C gelagert. 
 Konzentration: 5 mg/ml 
 Arbeitsverdünnung: 1:1000 in Absättiger 
• MAK Fas Ligand (G247-4) 
Monoklonales Maus-anti-humanes Fas Ligand-
IgG, bei 4°C gelagert. 
Konzentration: 0,5 mg/ml 
Arbeitsverdünnung: 1:500 in Absättiger 
• MAK Fas (DX2) 
Monoklonales Maus-anti-humanes Fas-IgG, bei 
–20°C gelagert 
Konzentration: 0,1 mg/ml 
Arbeitsverdünnung: 1:100 in Absättiger 
 
• MAK Fas (APO1-SN) 
Monoklonales Maus-anti-humanes Fas-IgG, bei 
4°C gelagert 
Konzentration: ca. 1 mg/ml 






POD Aktivität der Stammlösung: 150 E/ml, bei 
4°C gelagert 
Arbeitsverdünnung: 1:2000 in Absättiger 
 
Material: 
• Kippschüttler  
• Glaspetrischalen (∅ = 15 cm)  
Durchführung: 
Sämtliche Arbeitsschritte des Immunnachweises werden bei Raumtemperatur in 
Glaspetrischalen auf dem Kippschüttler (Stufe 20) durchgeführt. Ein Volumen von 0,2 ml je 
cm2 Membranfläche ist für die Inkubation in Absättiger ausreichend. Bei der Behandlung der 
Membran mit der jeweiligen Antikörperlösung werden mindestens 0,1 ml je cm2 Membran 
verwendet. Es ist darauf zu achten, dass die proteintragende Seite der Membran nach oben 
zeigt. Die Membran wird aus der Elekrophoreseapparatur entnommen und die Markerspur 
abgeschnitten. Diese wird mit Amidoschwarz gefärbt. (Kapitel 5.12.6) Die Membran wird 
über Nacht in Absättiger bei 4°C inkubiert. Nach einer weiteren 30 minütigen Inkubation in 
Absättiger auf dem Kippschüttler bei Raumtemperatur, wird die Membran 2 h in 
Primärantikörperlösung inkubiert und anschließend dreimal 5 min in 1 ml Waschpuffer pro 
cm2 Membranfläche gewaschen. Die PVDF-Membran wird für 2 h mit Sekundärantikörper 
inkubiert, dreimal 10 min in 2 ml Waschpuffer je cm2 Membranfläche gewaschen und für       
5 min in Tris/HCl äquilibriert. 
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5.11.4 Nachweis peroxidasemarkierter Antigene auf proteinadsorbierenden 
Membranen mit Hilfe der Luminolreaktion [Thorpe & Kricka, 1986; 




50 µl 250 mM Luminol in DMSO, Lagerung bei 
–20°C 
50 µl 40 mM p-Cumarinsäure in DMSO, 
Lagerung bei –20°C 
 10 ml 100 mM Tris/HCl (pH = 8,5) 
 2 µl 30% (v/v) H2O2 
Puffer kurz vor dem Auftragen auf die Membran 
ansetzen 
• Entwickler 
20% (v/v) Röntgen Rapid Entwickler „Tetanal-
Röntgen“ in Wasser 
• Stopplösung 
5% (v/v) Essigsäure in Wasser 
• Fixierlösung 
20% (v/v) Cronex-TF-Fixierer in Wasser 
Material: 
• Frischhaltefolie 
• Chromatographiepapier, Stärke = 0,5 mm 
• Glasschale mit Deckel (∅ = 15 cm) 
• Exponierungskassette 













Unter Rotlicht wird die Membran mit 0,2 ml/cm2 Lumineszenzpuffer für 1 min gleichmäßig 
benetzt, vorsichtig mit einer Pinzette an einer Ecke auf einem Stück Chromatographiepapier 
abgetupft und in der Exponierungskassette luftblasenfrei zwischen zwei Lagen 
Frischhaltefolie eingeschlagen. Unter leichtem Druck wird auf die so geschützte Membran 
ein auf die entsprechende Größe zugeschnittener Röntgenfilm aufgelegt und in der 
geschlossenen Kassette je nach Chemilumineszenzintensität zwischen 0,5 und 10 min 
exponiert.  
Der belichtete Film wird sofort für 0,5 bis 3 min in das Entwicklerbad überführt, kurz in 
Stopplösung gespült und 10 min in Fixierlösung inkubiert. Nach 30 min Wässern können die 
entwickelten Filme getrocknet werden. 
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5.12 Proteinchemische Methoden 
 
Materialien, wie beispielsweise Glaspetrischalen, Pinzetten u. a., welche direkt mit Proteinen 
oder proteinbeladenen Trägern in Berührung kommen, werden zunächst mit 1 N NaOH und 
anschließend mit Methanol behandelt. Sämtliche Tätigkeiten werden mit Handschuhen 
durchgeführt. 
 
5.12.1 Bestimmung der Proteinkonzentration mit dem Bicinchoninsäuretests  




• Lösung A 
 10 g/l BCA-Na2 
 20 g/l Na2CO3⋅H2O 
 1,6 g/l Dinatriumtatrat 
 4,0 g/l NaOH 
 9,5 g/l NaHCO3 
Substanzen in Wasser lösen, pH 11,25 mit 10 
N NaOH einstellen, bei Raumtemperatur 
lagern. 
• Lösung B 
 40 g/l CuSO4⋅5H2O 
• BCA-Reagenz 
50 Teile der Lösung A und 1 Teil der Lösung B 
mischen. 
• BSA-Standard 
25, 125, 250, 500, 750 1000, 1500, 2000 µg/ml 
BSA in PBS, Lagerung bei –20°C. 
• Proben 
unverdünnte Proteinlösung  
Material: 






















Je 200 µl des BCA-Reagenzes werden in einer Vertiefung einer Mikrotiterplatte mit 10 µl der 
Standardreihe bzw. der Proteinlösung unbekannter Konzentration versehen. Als 
Referenzwert dient eine entsprechende Menge an PBS. Die Mikrotiterplatte wird 
anschließend für 30 min bei 37°C unter leichtem Schütteln auf dem Kreisschüttler            
(100 U/min) inkubiert. Nach Abkühlen auf Raumtemperatur erfolgt die Extinktionsmessung 
bei 550 nm im EASY-Reader-SLT-340-ATTC. 
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Hierbei wird mit Hilfe der erhaltenen Extinktionswerte der einzelnen Standardkonzentrationen 
eine Eichgerade ermittelt, anhand derer die Proteinmenge der einzelnen Proben bestimmt 
wird. Die Nachweisgrenze dieses Verfahrens liegt zwischen 0,1 und 1,2 mg/ml. 
 
5.12.2 Herstellung von Zelllysaten (Standardprotokoll) 
 
Lösungen: 
• PBS, 4°C 
• Zelllysispuffer, 4°C 
 10 mM CHAPS 
 10 mM Iodacetamid 
 1 mM PMSF 
 2 µg/ml Leupeptin 
 1 mM Pepstatin 
Material: 








Sämtliche Arbeitsschritte werden bei 4°C durchgeführt. Die Zellen werden zweimal mit       
0,2 ml/cm2 PBS gewaschen, mit 0,01 ml/cm2 Zelllysispuffer für 10 min inkubiert. Das Lysat 
wird vollständig in ein 2,0 ml Reaktionsgefäß überführt. Dabei verbleiben die nicht lysierten 
Zellkerne im Zellkulturgefäß. Nach einer Zentrifugation für 10 min und 20.000 U/min wird der 
Überstand entnommen und bei 4°C gelagert. 
 
5.12.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese [Laemmli, 1970] 
 
Sämtliche bei der SDS-PAGE eingesetzten Lösungen werden in Typ I Reagenzwasser 
angesetzt und mit Hilfe eines 0,22 µm Cellulosemischesterfilters filtriert. Die Lagerung 
erfolgt, falls nicht gesondert darauf hingewiesen wird, bei Raumtemperatur. 
Methoden   85
 
Lösungen: 
• 30% (w/v) Acrylamid in wässriger Lösung, 
 mit 29% Acrylamid und 1% Bisacrylamid, als 
 gebrauchstfertige Lösung bezogen, 4°C. 
• 4x Tris/HCl, SDS (pH = 6,8), 4°C 
 1,5 M Tris/HCl (pH = 6,8) 
 0,4% (w/v) SDS 
• 4x Tris/HCl (pH = 8,8), 4°C 
 1,5 M Tris/HCl (pH = 8,8) 
 0,4% (w/v) SDS 
• 100 g/l APS 
Substanz in Wasser lösen und in Portionen zu 
je 1 ml bei -20°C lagern. 
• TEMED 
• Elektrophoresepuffer, 10fach, 4°C: 
 1,92 M Glycin 
 0,248 M Tris 
 10 g/l SDS 
Der 10fach Elektrophoresepuffer wird vor 
Gebrauch mit Wasser auf 1fach Puffer verdünnt 
und bei 4°C gelagert. 
• Probenauftragspuffer, reduzierend 
350 mM Tris/HCl (pH = 6,8) 
 30% (v/v) Glycerin 
 100 g/l SDS 
 0,2 g/l Bromphenolblau 
 Substanzen in Wasser lösen und in Portionen 
zu je 1 ml bei -20°C lagern. Vor Gebrauch auf 
200 mM β-Mercaptoethanol einstellen. Nach 
dem Auftauen wird nicht verbrauchter 
Probenauftragspuffer verworfen. 
• Probenauftragspuffer, nicht reduzierend 
 90 mM Tris/HCl (pH = 6,8) 
 30% (v/v) Glycerin 
 35 g/l SDS 
 0,2 g/l Bromphenolblau 
 Substanzen in Wasser lösen und in Portionen 
zu je 1 ml bei -20°C lagern. Nach dem Auftauen 
wird nicht verbrauchter Probenauftragspuffer 
verworfen. 




• Trenngel (9% T, 2,7% C) 
 2,25 ml 30% (w/v) Acrylamid 
 1,875 ml 4x Tris/HCl, SDS (pH = 8,8) 
 3,375 ml Wasser 
 5 min unter Rühren im Vakuum entgasen, 
 5 µl TEMED 
25 µl 100 g/l APS hinzufügen und vermischen. 
• Sammelgel (4,0% T, 2,7% C) 
 0,65 ml 30% (w/v) Acrylamid 
 1,25 ml 4x Tris/HCl, SDS (pH = 6,8) 
 3,05 ml Wasser 
5 min unter Rühren im Vakuum entgasen, 
 5 µl TEMED 
 25 µl 100 g/l APS hinzufügen und vermischen. 
Die für die Gele angegebenen Volumina sind 
ausreichend für ein Gel der Mini-Protean-II-
Elektrophoreseapparatur 
• Fugen Kit 
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Durchführung: 
Zusammenbau des Elektrophoresesystems 
Sämtliche Bauteile der Mini-Protean-II-Elektrophoreseapparatur, die mit der Gellösung in 
Berührung kommen, werden gründlich mit Ethanol gereinigt. Der Zusammenbau des 
Gelgießstandes erfolgt nach Herstellerangaben.  
Die SDS-Polyacrylamidgele werden in einer Stärke von 1,0 mm sowohl für einen 
anschließenden Elektrotransfer als auch eine Silberfärbung hergestellt. Nach Einfüllen der 
Trenngellösung erfolgt sofortiges Überschichten mit der Sammelgellösung. Der Probenkamm 
wird nun vorsichtig in das Sammelgel eingedrückt, wobei darauf zu achten ist, dass sich 
unter den Taschen keine Luftblasen befinden. Nach einer Polymerisationsdauer von etwa  
20 min bei Raumtemperatur wird der Gelkamm entfernt, die Taschen und die untere Gelseite 
mehrmals mit Elektrophoresepuffer gespült. 
Die Elektrophoreseapparatur wird nach Angaben des Herstellers zusammengebaut, wobei 
zunächst das innere Reservoir (Kathodenkammer) mit Elektrophoresepuffer befüllt wird, um 
die Dichtigkeit des Aufbaus zu überprüfen. Anschließend erfolgt auch das Befüllen des 




Die je Geltasche aufgetragene Proteinkonzentration richtet sich nach der 
Probenzusammensetzung (Gesamtzelllysat, Immunpräzipitat oder gereinigtes Protein) und 
der Sensitivität des nachgeschalteten Nachweisverfahrens. Das Ansetzen der 
Proteinverdünnungen erfolgt mit PBS in 1,5 ml Reaktionsgefäßen auf Eis.  
Nach dem Verdünnen der Proben wird eine entsprechende Menge mit 1/6 ihres Volumens mit 
reduzierendem Probenauftragspuffer versehen, im Wasserbad bei 90°C für 2 min inkubiert 
[Maizel, Jr., 1969] und 30 s auf Eis abgekühlt. Unter nicht reduzierenden Bedingungen 
werden die Proben mit dem gleichen Volumens nicht reduzierendem Probenauftragspuffer 
versehen, im Wasserbad 10 min bei 60°C inkubiert und 30 s auf Eis abgekühlt. 
 
Am Deckel der Reaktionsgefäße kondensierte Tropfen werden kurz mit der Tischzentrifuge 
niedergeschlagen und die Proben in die Geltaschen pipettiert. 5 µl des Molmassenstandards 
werden in eine der äußeren Geltaschen aufgetragen. 
Die Elektrophorese erfolgt bei einer Stromstärke von 5 mA, bis das Bromphenolblau 0,5 cm 
vom unteren Gelende entfernt ist.  
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5.12.4 Bestimmung der Molmasse von Proteinen durch SDS-PAGE 
 
Die Molmasse von Proteinen wird durch SDS-PAGE nach Shapiro [Shapiro et al., 1967] und 
Weber [Weber et al., 1969] bestimmt. Die Molmasse der Standardproteine wird auf einer 
logarithmisch unterteilten Skala gegen deren Laufstrecke aufgetragen und eine 
Ausgleichsgerade durch die erhaltenen Punkte gelegt. Die Laufstrecke des Zielproteins wird 
abgelesen und mit Hilfe der Ausgleichsgeraden die gesuchte Molmasse ermittelt. 
 
5.12.5 Elektrotransfer [Kyhse-Anderson, 1984] 
 
Sämtliche für den Elektrotransfer notwendigen Lösungen werden in Typ I Reagenzwasser 
immer frisch angesetzt und mit Hilfe eines 0,22 µm Cellulosefilters filtriert. 
 
Lösungen: 
• Anodenpuffer, 4°C 
 300 mM Tris + 20% (v/v) Methanol, p.A. 
• Kathodenpuffer, 4°C 
 20 mM Tris + 20% (v/v) Methanol, p.A. +  





• Chromatographiepapier, Stärke = 0,5 mm 





Eine PVDF-Membran und sechs Chromatographiepapiere werden auf Größe des Trenngels 
zugeschnitten. Jeweils drei Chromatographiepapiere werden in Anodenpuffer und 
Kathodenpuffer getränkt, die PVDF-Membran zunächst 30 min in Methanol aktiviert und 
anschließend in Kathodenpuffer überführt. Vor dem Auflegen in die Elektrotransferapparatur 
werden die Chromatographiepapiere sorgfältig abgetropft. Nach gleichmäßigem Befeuchten 
der Anodenplatten mit Anodenpuffer werden drei in diesem Puffer behandelte 
Chromatographiepapiere aufgelegt, gefolgt von der PVDF-Membran. Nachdem das 
Sammelgel entfernt ist, wird durch vorsichtiges Unterspülen mit bidestilliertem Wasser das 
Trenngel von der Kunststoffplatte abgelöst und auf ein in Kathodenpuffer getränktes 
Chromatographiepapier luftblasenfrei aufgelegt und ebenfalls auf den Stapel überführt. Es 
folgen die verbleibenden kathodenpuffergetränkten Papiere. Um Luftblasen zwischen den 
einzelnen, bündig geschnittenen Lagen zu vermeiden, wird nach jeder Schicht vorsichtig mit 
einer Pasteurpipette über den Stapel gerollt. Vor Auflegen der Edelstahlkathode wird diese 
mit Kathodenpuffer befeuchtet und ausgelaufener Elektrodenpuffer um den Stapel herum 
entfernt. 
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Der Elektrotransfer erfolgt bei einem Trenngel der Mini-Protean-II-Apparatur für 2 h bei einer 
Stromdichte von 1 mA/cm2. 
 
5.12.6 Färbung von PVDF-Membranen mit Amidoschwarz 10 B 
 
Durch Amidoschwarz 10 B lassen sich spezifisch Proteinbanden auf PVDF- und 




 0,1% (w/v) Amidoschwarz 10 B 
 25% (v/v) Isopropanol 
 10% (v/v) Essigsäure 
• Entfärber  
 25% (v/v) Isopropanol 
 10% (v/v) Essigsäure 
Material: 
• Kreisschüttler 







Die PVDF-Membran wird nach dem Elektrotransfer 5 min in 0,2 ml Färbelösung je cm2 
Membranfläche bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend 15 min mit 0,5 ml Entfärber 




Die hier verwendeten allgemeinen Proteinfärbetechniken unterscheiden sich in Sensitivität 
und Kompatibilität und werden daher unterschiedlich eingesetzt. Silber- und 
Fluoreszenzfärbung sind beispielsweise 10-100fach sensitiver als Coomassie Brilliant Blue-
Techniken und eignen sich daher besonders für den Nachweis geringer Proteinmenge. 
 
5.12.7.1 Gelfärbung mit Coomassie Brilliant Blue G250 [Wilson, 1983] 
 
Lösungen: 
• Fixierlösung A 
 20% (w/v) TCA in Wasser 
• Fixierlösung B 
 0,2% (v/v) Glutaraldehyd 
 30% (v/v) Ethanol, p.A. 
 0,2 M NaOAc 
• CBB Lösung 
 0,025% (w/v) CBB-G250 
 7% (v/v) Essigsäure 
 40% (v/v) Methanol p.A. 
• Entfärber I 
 7% (v/v) Essigsäure 
 40% /v/v) Methanol, p.A. 
• Entfärber II 
 7% (v/v) Essigsäure 
 5% (v/v) Methanol, p.A. 
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Material: 
• Kreisschüttler 






Die folgenden Arbeitsschritte werden auf dem Kreisschüttler (150 U/min) bei 
Raumtemperatur durchgeführt, wobei 1 ml einer Lösung für je cm2 des Geles und 
Arbeitsschritt ausreichen. Die Lösungen werden nach jedem Arbeitsschritt vollständig mit 
Hilfe einer Vakuumpumpe entfernt. 
Das Gel wird für 30 min in Fixierlösung A inkubiert und einmal für 3 min in Entfärber I 
gewaschen. Für den Nachweis von Proteinen mit einer Molmasse von ≥ 10.000 Da werden 
SDS-Gele in Fixierlösung B für 30 min inkubiert. Die Behandlung mit CBB-Lösung erfolgt für 
30 min gefolgt von einer 5 minütigen Inkubation in Entfärber I. Die Gele werden solange in 
Entfärber II durch mehrmaliges Wechseln gewaschen, bis ein klarer Hintergrund mit deutlich 
gefärbten Banden vorliegt. Die Lagerung erfolgt bei Raumtemperatur in Entfärber II. 
 
5.12.7.2 Silberfärbung [Shevchenko et al. 1996] 
 
Sämtliche im Rahmen dieser Methode verwendeten Lösungen werden in Typ I 




 40% (v/v) Ethanol + 10% (v/v) Essigsäure 
• Waschlösung 
 50% (v/v) Methanol 
• Thiosulfatlösung 
 0,02% (w/v) Natriumthiosulfat 
• Silbernitratlösung 
 0,2% (w/v) Silbernitrat 
 0,02% (w/v) Formaldehyd 
• Entwicklerlösung 
 6% (w/v) Natriumcarbonat 
 0,05% (w/v) Formaldehyd 
 0,0005% (w/v) Natriumthiosulfat 
• Stopplösung 




















Methoden   90
Durchführung: 
Die folgenden Arbeitsschritte werden auf einem Kreisschüttler (150 U/min) bei 
Raumtemperatur durchgeführt, wobei 1 ml einer Lösung für je cm2 des Geles und 
Arbeitschritt ausreichen. Die Lösungen werden nach jedem Arbeitsschritt vollständig mit Hilfe 
einer Vakuumpumpe entfernt. 
Nach Abschneiden des Sammelgeles werden die SDS-Polyacrylamidgele zunächst über 
Nacht in der Fixierlösung inkubiert. Anschließend erfolgt eine Inkubation für 30 min in      
50% (v/v) Methanol, 30 min in Wasser, 1 min 0,02% (w/v) Thiosulfat, zweimal 1 min Wasser 
und 30 min im Dunkeln in Silbernitratlösung. Nach zweimaligem Waschen mit Wasser erfolgt 
die Behandlung mit Entwicklungslösung so lange, bis die proteinhaltigen Stellen die 
gewünschte Intensität aufweisen. Nach Entfernen des Entwicklers wird die Reduktion der 
Ag+-Ionen durch Zugabe der Stopplösung beendet. Abschließend erfolgt eine einstündige 
Inkubation in Wasser. Nach Austauschen des Wassers kann das Gel über längere Zeit bei 
4°C ohne eine Veränderung der Färbeintensität bzw. des Hintergrundes gelagert werden. 
 




 40% Ethanol p.A. 
 10% Eisessig 
• Entfärber: 
 10% Methanol 
 7% Eisessig  
• SYPRO Ruby® 
 Anregungswellenlänge: 280 nm / 450 nm 
 Emmisionswellenlänge: 610 nm 
• Typ I Reagenzwasser 
• Ethanol, technisch 
Materialien: 
• Plastikschale mit Deckel 
• Färbewanne 
• Kippschüttler 









Alle Arbeitsschritte werden auf dem Kippschüttler Stufe 20 durchgeführt, während und nach 
der Färbung wird das Gel im Dunkeln gelagert, um ein Ausbleichen des Farbstoffs zu 
verhindern.  
Das Gel wird nach der elektrophoretischen Auftrennung in einer verschließbaren 
Plastikschale über Nacht fixiert und für 3 x 10 min mit Typ I Reagenzwasser gewaschen. Die 
Volumina werden hierzu so gewählt, dass das Gel komplett mit Flüssigkeit überschichtet ist. 
Die Färbung erfolgt für mindestens 3 h oder über Nacht. Dazu wird das Gel in eine mit 
Ethanol gereinigte, staubfreie Färbewanne überführt und mit ca. 70 ml der Färbelösung 
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inkubiert. Das Gel wird anschließend in eine mit ca. 100 ml Entfärber gefüllte Plastikschale 
überführt und für 30 min mit der Lösung inkubiert. Der Entfärber wird abgesaugt und durch 
Typ I Reagenzwasser ersetzt. Die Auswertung erfolgt mit dem Laserscanner bei einer 
Anregungswellenlänge von 473 nm.  




6.1 Kultivierung von Endothelzellen unter Scherstress in der 
Plattenkegelapparatur 
 
Zur in vitro Kultivierung großer Populationen adhärent wachsender Zellen dient die von 
Rüdiger Graf optimierte Plattenkegelapparatur [Graf, 2001], die in Aufbau und 
Wirkungsweise auf einem Kegelviskosimeter basiert [Sdougos et al., 1984]. In diesem Gerät 
können Zellkulturen in herkömmlichen Zellkulturschalen, die auch für die statische 
Routinekultivierung eingesetzt werden, verschiedenen Strömungsbedingungen ausgesetzt 
werden. Die Art der Strömung wird dabei über die Kegelgeometrie und die 
Rotationsgeschwindigkeit des Kegels definiert [Graf, 2001; Sdougos et al., 1984].  
Für molekularbiologische oder proteinbiochemische Untersuchungen hat die 
Plattenkegelapparatur den Vorteil gegenüber anderen etablierten Systemen wie der 
Perfusionskammer [Freyberg & Friedl, 1998], dass in diesen konstruktionsbedingt lediglich 
eine kleine Fläche Zellrasen von einigen cm2 der Strömung ausgesetzt ist. Dahingegen 
können in die Plattenkegelapparatur Zellkulturschalen mit einem Durchmesser von 35 mm 
und 94 mm eingesetzt werden, was etwa einer Fläche von 9 bzw. 60 cm2 entspricht.  
 
6.1.1 Auswirkung verschiedener Strömungsbedingungen auf die Morphologie 
von HUVEC 
 
HUVEC werden in 35 mm Schalen ausgesät und unter statischen Bedingungen kultiviert. 
Zwei Tage nach Erreichen der Konfluenz werden zwei Schalen parallel 24 h in 
Plattenkegelapparaturen laminar bei ca. 10 dyn/cm2 und turbulent bei ca. 1 dyn/cm2 
inkubiert. Eine Schale HUVEC wird als statische Kontrollkultur mit dem gleichen 
Medienvolumen ebenfalls 24 h kultiviert. Die Zellen werden bei zehnfacher Vergrößerung 
unter dem Phasenkontrastmikroskop begutachtet. Abbildung 6.1-1 zeigt die 
morphologischen Veränderungen von HUVEC nach Einwirkung von laminarer und 













Abbildung 6.1-1: Morphologische Veränderung von HUVEC nach Einwirkung verschiedener 
Strömungsarten für 24 h. 
a) statische Kultivierung; b) laminare Strömung bei 10 dyn/cm2; c) turbulente Strömung 
bei ca.1 dyn/cm2 
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Während die statische Vergleichskultur das für die Zelllinie typische kopfsteinpflasterartige 
Muster aufweist, richten sich die Endothelzellen bei laminarer Strömung von 10 dyn/cm2 über 
einen Zeitraum von 24 h entlang der Strömungslinien aus und weisen eine spindelförmige 
Form auf. Diese Beobachtung lässt sich auch in vivo nachweisen. So richten sich 
Endothelzellen in Blutgefäßen „stromlinienförmig“ aus und nehmen dabei eine Spindelform 
an [Langille & Adamson, 1981; Nerem et al., 1981]. Diese Morphologieveränderung führt zu 
einer geringeren Angriffsfläche gegenüber anliegenden Scherkräften an der apikalen 
Membran.  
Unter turbulenten Strömungsbedingungen sind nach 24 h bei etwa 1 dyn/cm2 keine derartig 
großen morphologischen Unterschiede gegenüber der statischen Vergleichskultur 
festzustellen. Die Zellen weisen lediglich eine stärkere Strukturierung auf, die sich nach 48 h 
durch die Einwirkung der starken Verwirbelung der Mediums zur Ausbildung eines 
charakteristischen Musters ausprägt. 
 
 
6.1.2 Bestimmung der Apoptoserate von HUVEC unter verschiedenen 
Strömungsbedingungen 
 
HUVEC werden in 35 mm Zellkulturschalen ausgesät und unter statischen 
Kulturbedingungen kultiviert. Zwei Tage nach Erreichen der Konfluenz wird je eine Schale    
4 h parallel in einer Plattenkegelapparatur laminar bei etwa 10 dyn/cm2 oder turbulent bei ca. 
1 dyn/cm2 inkubiert. Die statische Vergleichskultur wird mit dem gleichen Volumen an 
Kulturmedium wie in den Apparaturen eingesetzt ebenfalls 24 h kultiviert. Die Bestimmung 




Kulturbedingungen Kulturdauer [h] Apoptoserate  ± SEM [%] 
statisch 24 h 1,3 ± 0,3 
laminar 24 h 0,2 ± 0,1 
turbulent 24 h 3,3 ± 0,4 
 
Tabelle 6.1-1: Kultivierung von HUVEC unter laminaren, statischen und turbulenten Bedingungen und 
Bestimmung der Apoptoserate nach Auswertung mit DAPI. 
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Die Zahlenwerte verdeutlichen, dass unter laminarem Scherstress die Apoptoserate um das 
6,5 fache niedriger liegt als unter statischen Kulturbedingungen. Dagegen erhöht sich die 
Apoptoserate bei turbulenter Strömung um das 2,5 fache gegenüber der statischen 
Kontrollkultur. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit früheren Studien [Freyberg et al., 2000; 
Graf, 2001; Apenberg, 2004]. Dabei konnte als Auslöser von Apoptose in Endothelzellen und 
Fibroblasten eine autokrine Schleife des membranständigen Rezeptorkomplexes, bestehend 
aus Integrin αVβ3 und CD47 sowie des löslichen, aus den Zellen sekretierten Liganden 
Thrombospondin-1 identifiziert werden. Über Immunfluoreszenzfärbungen wurde dabei eine 
mechanosensitive Exponierung von CD47 auf der Zelloberfläche festgestellt, die auf laminar 
geströmten Zellen nicht zu detektieren war. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass 
Thrombospondin-1 unter laminarer Strömung in geringerem Maße aus den Zellen sekretiert 
wird als unter statischen oder turbulenten Kulturbedingungen. Damit besitzen CD47 und 




6.2 Scherstressabhängige Regulation des Integrin assoziierten 
Proteins CD47 
 
Die Regulation der Genexpression ist in mehreren Stadien auf dem Weg von der DNS zum 
fertigen Protein möglich. Dabei lassen sich zwei verschiedene Ebenen unterscheiden. Auf 
Transkriptionsebene im Zellkern kann gesteuert werden, wann und wie oft ein Gen 
transcribiert wird (Transkriptionskontrolle), wie das ursprüngliche RNS Transcript prozessiert 
wird (RNS Prozessionskontrolle) oder welche mRNS Moleküle aus dem Zellkern 
ausgeschleust werden (RNS Transportkontrolle). Im Cytosol wiederum kann eine selektive 
Translation der mRNS Moleküle an den Ribosomen erfolgen (Translationskontrolle). Zudem 
können mRNS Moleküle gezielt destabilisiert werden (mRNS Abbaukontrolle) und Proteine 
durch posttranslationale Prozessierung aktiviert, desaktiviert oder in spezielle Kompartimente 
gelotst werden (Protein Aktivitätskontrolle) [Alberts et al., 1994; Voet & Voet, 1994]. Da die 
meisten Gene einer Transkriptionskontrolle unterliegen, wird zunächst zur Untersuchung der 
scherstressabhängigen Regulation von CD47 die im Cytosol vorhandene Menge an CD47 
spezifischer mRNS nach 24 h laminarer, statischer und turbulenter Kultivierung verglichen. 
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6.2.1 Nachweis der cytosolischen CD47 mRNS durch RT-PCR 
 
Zum Nachweis der cytosolischen mRNS von CD47 werden HUVEC in 94 mm 
Zellkulturschalen bis zur Konfluenz kultiviert. Zwei Tage nach Erreichen der Konfluenz wird 
je eine Schale 24 h parallel in einer Plattenkegelapparatur laminar bei etwa 10 dyn/cm2 oder 
turbulent bei ca. 1 dyn/cm2 inkubiert. Eine weitere Schale dient als statische Kontrolle. Ein 
Teil des HUVEC-Zellrasens wird durch Trypsinierung aus den Kulturschalen gelöst und 
lysiert. Der übrige intakte Zellrasen wird einer Bestimmung des Apoptoseindexes 
unterzogen. Ausschließlich Proben, deren Apoptoseraten den Ergebnissen von Kapitel 6.1.2 
entsprechen, werden zur weiteren Aufarbeitung herangezogen. Nach Präparation der 
cytosolischen RNS aus dem Zellysat wird diese mit Hilfe einer reversen Transcriptase in 
cDNS umgeschrieben. In einer Dreifachbestimmung wird die spezifische CD47 cDNS aus 
den laminar und statisch bzw. den turbulent und laminar kultivierten HUVEC-Zellkulturen 
parallel über eine PCR nach Kapitel 5.9 quantitativ amplifiziert. Als interner Standard dient 
das nicht strömungsabhängig regulierte Haushaltsgen β-Actin, dessen cDNS über 
spezifische Primer in einem gemeinsamen Ansatz mit der CD47 cDNS vervielfältigt wird. 
Nach elektrophoretischer Auftrennung kann die Menge an amplifizierter CD47 cDNS durch 
Ethidiumbromidfärbung untereinander über die Bandenintensität der spezifischen CD47-
Bande bei ca. 450 bp verglichen und über die Bande des β-Actin bei 1,1 kb normiert werden.  
Abbildung 6.2-1 zeigt anhand der Bandenstärke, dass CD47 cDNS sowohl in laminar und 
statisch als auch in laminar und turbulent kultivierten HUVEC Zellkulturen in etwa gleicher 
Menge vorhanden ist. Bei Normierung der CD47-Bande über die Bande des Haushaltsgens 
β-Actin und Vergleich der jeweiligen Bandenintensitäten kann für alle Ansätze ein Wert von 
0,63 – 0,70 bestimmt werden. Somit zeigt sich mit Hilfe der PCR, dass unter allen 
Strömungsbedingungen die gleiche Menge an CD47 mRNS von Zellkern ins Cytosol gelangt. 
Damit lässt sich eine strömungsabhängige Regulation von Integrin assoziiertem Protein auf 
Transkriptionsebene über PCR nicht nachweisen.  
Dieses Ergebnis soll im Weiteren durch Northern Blots mit radioaktiv markierten spezifischen 
RNS-Sonden bestätigt werden.  
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Abbildung 6.2-1: Amplifikation von CD47 cDNS und Vergleich über β-Actin cDNS.  
Die amplifizierten Ansätze werden elektrophoretisch aufgetrennt und mit 
Ethidiumbromid angefärbt. Die 450 bp-Bande entspricht dem CD47 Amplicon, die 
Bande bei 1100 bp der β-Actin cDNS. Spur 1 zeigt jeweils den 100 bp DNS-Standard, 
Spur 8 die Negativkontrolle 
links: Dreifachbestimmung statisch (Spur 2 – 4) und laminar (Spur 5 – 7) kultivierter 
HUVEC cDNS.  
rechts: Dreifachbestimmung laminar (Spur 2 – 4) und turbulent (Spur 5 – 7) 
kultivierter HUVEC cDNS. 
 
 
6.2.2 Bestimmung der cytosolischen CD47 mRNS durch Northern Blot 
 
Zur Bestätigung der Ergebnisse der PCR in Kapitel 6.2.1 soll eine weitere Bestimmung der 
cytosolischen RNS-Menge von CD47 unter verschiedenen Strömungsbedingungen durch 
Northern Blots erfolgen. Hierbei werden RNS-Proben elektrophoretisch aufgetrennt und 
anschließend auf eine Nitrocellulosemembran übertragen. Durch Hybridisierung mit einer 
radioaktiv markierten Nucleotidsonde, deren Sequenz komplementär zur CD47 mRNS ist, 
lassen sich bereits geringe Mengen mRNS spezifisch nachweisen. Eine Quantifizierung 
erfolgt über die Hybridisierung einer Sonde, die spezifisch für das Haushaltsgen β2-
Microglobulin, einem Teil des Haupthistokompatibilitätskomplexes I (MHC I) kodiert. Da 
Haushaltsgene in der Zelle immer in gleichen Mengen exprimiert werden, kann über diese 
eine Normierung des zu untersuchenden Proteins erfolgen.  
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6.2.2.1 Klonierung der Northern Blot Sonden 
 
Als Northern Blot Sonde können sowohl DNS- als auch RNS-Sonden dienen. Für 
Rezeptorgene, die nur in geringer Kopienzahl transcribiert werden, bieten RNS-Sonden 
einige Vorteile. Da RNS-Sonden nach der Hydrolyse der DNS-Matrize immer als 
Einzelstrang vorliegen, erhöht sich deren Sensitivität. Zudem kann die Membran aufgrund 
stärkerer RNS/RNS-Wechselwirkungen stringenter gewaschen werden, was die 
Hintergrundstrahlung erheblich reduziert.  
Zur Transkription der RNS-Sonde soll die T7-RNS-Polymerase verwendet werden. Dazu 
werden für die Synthese der Northern Blot Sonden die jeweiligen Sondenfragmente nach 
Kapitel 5.10.2 in den Vektor pcDNA3.1+Myc/His B mit T7-Promoter kloniert. Es werden aus 
der humanen CD47 und β2 Mikroglobulin-cDNS Primer abgeleitet, die Schnittstellen für 
Restriktionsenzyme einführen, die auch in der multiplen Klonierungsseite des verwendeten 
Vektors liegen. Als Restriktionsenzyme werden HindIII und EcoRV gewählt. Mit Hilfe dieser 
Primer werden die Sondenfragment über eine PCR amplifiziert.  
Für die CD47-Sonde dient als Matrize der Vektor IAP/pEGFP, der bereits die CD47 cDNS 
enthält. Die PCR liefert DNS-Fragmente mit einer Größe von 599 bp, die nach Restriktion mit 
HindIII und EcoRV in den Vektor pcDNA3.1+Myc/His B ligiert werden. Nach einer 
Transformation in E. coli DH5α können einzelne Kolonien mit dem Zielvektor isoliert werden 
und zur Analyse mit HindIII und EcoRV restringiert werden. Die Restriktionsansätze werden 
anschließend in einem 1% (w/v) TAE-Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und mit 






Abbildung 6.2-2: Restriktionsanalyse der CD47-Klone. 
   Spur 1: 1 kb DNS-Größenstandard; Spur 2 - 11: CD47-Klone 1 - 8, 13, 16 
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Die Klone 1, 7, 8 und 13 liefern zwei DNS-Banden in der Größe von ca. 600 bp und 5,5 kb. 
Dies entspricht der Bandengröße für das CD47-Fragment und den linearisierten Vektor. 
Dahingegen weisen die anderen Klone Bandenmuster auf, die auf einen zirkulären Vektor 
(Klon 2 und 3), unvollständige Restriktion (Klon 4, 5, 6 und 16) und auf Sternaktivität der 
Restriktionsenzyme (Klon 5, 6, und 7) zurückzuführen ist.  
Für die β2-Microglobulin-Sonde existiert keine DNS-Matrize. Daher wird für die Amplifikation 
des Microglobulin-Fragmentes cDNS aus statischen HUVEC-Kulturen (siehe Kapitel 6.2.1) 
verwendet. Aus der PCR geht ein DNS-Fragment mit einer Größe von 649 bp hervor, das 
wie die CD47-Sonde über die Restriktionsschnittstellen HindIII und EcoRV in den Vektor 
pcDNA3.1+Myc/His B kloniert wird. Der Zielvektor wird nach Transformation in E. coli DH5α 
ebenfalls aus einzelnen Kolonien isoliert und anschließend mit HindIII und EcoRV 
restringiert. Die Restriktionsansätze werden ebenfalls in einem 1% (w/v) TAE-Agarosegel 






Abbildung 6.2-3: Restriktionsanalyse der Microglobulin-Klone. 
   Spur 1: 1 kb DNS-Größenstandard; Spur 2: Klon 3 
 
 
Nach der Restriktion zeigt lediglich Klon 3 das erwartete Bandenmuster mit Banden bei ca. 
650 bp für das Microglobulin-Fragment und 5,5 kb für den linearisierten Vektor.  
Zur endgültigen Analyse werden die CD47-Klone 1 und 13 sowie der Microglobulin-Klon 3 
sequenziert und die erhaltene Basenfolge mit der invertierten cDNS der Isoform 2 des 
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  1---------- ---------- ---------- --------CN NNGCTGGCTA 
   CAATGACGAA GGAGGTTAAT CCAATCGCTG TACTAAACAC ATAGTAGTGA 
 51GTTAAGCTTA ATATCCCTGT AGAAGTCACA ATTAAACCAA GGCCAGTAGC 
   AGTAATATTA ATATCCCTGT AGAAGTCACA ATTAAACCAA GGCCAGTAGC 
101ATTCTTTAAT GAATATTCAC CTGGGACGAA AAGAATGGCT CCAACAATGA 
   ATTCTTTAAT GAATATTCAC CTGGGACGAA AAGAATGGCT CCAACAATGA 
151CAATGACAGT GATCACTAGT CCAGCAACAA GTAAAGCAAT TGTTTTCTCA 
   CAATGACAGT GATCACTAGT CCAGCAACAA GTAAAGCAAT TGTTTTCTCA 
201TCCATACCAC CGGATCTATA TTTAAGTGTT TTAATACCAA ACTGTCCCCA 
   TCCATACCAC CGGATCTATA TTTAAGTGTT TTAATACCAA ACTGTCCCCA 
251GAACAGGAGT ATAGCAAAAA TTGGGAAAAT AACAATAAGA ATATTTTCAT 
   GAACAGGAGT ATAGCAAAAA TTGGGAAAAT AACAATAAGA ATATTTTCAT 
301TTGGAGAAAA CCATGAAACA ACACGATATT TTAGCTCGAT GATCGTTTCA 
   TTGGAGAAAA CCATGAAACA ACACGATATT TTAGCTCGAT GATCGTTTCA 
351CCTTCTCTGG TTAATTCTGT TACTTCACAA GTGTAGTTTC CTGTGTGTGA 
   CCTTCTCTGG TTAATTCTGT TACTTCACAA GTGTAGTTTC CTGTGTGTGA 
401GACAGCATCA CTCTTATCCA TCTTCAAAGA GGCATCTCCT TTTAGTAATT 
   GACAGCATCA CTCTTATCCA TCTTCAAAGA GGCATCTCCT TTTAGTAATT 
451GTGAGACTTC AATTTTTGCA CTACTAAAGT CAGTGGGGAC AGTGGACTTG 
   GTGAGACTTC AATTTTTGCA CTACTAAAGT CAGTGGGGAC AGTGGACTTG 
501TTTAGAGCTC CATCAAAGGT GTAAATATCT CTTCCTTTAA ATTTCCACTT 
   TTTAGAGCTC CATCAAAGGT GTAAATATCT CTTCCTTTAA ATTTCCACTT 
551TACGTATACT TCAGTAGTGT TTTGTGCCTC CATATTAGTA ACAAAGCATG 
   TACGTATACT TCAGTAGTGT TTTGTGCCTC CATATTAGTA ACAAAGCATG 
601GAATGACGAC AGTGTCATTA CAAAACGTGA ATTCTATAGA T 
   GAATGACGAC AGTGTCATTA CAAAACGTGA ATTCTACAGA T 
 
Abbildung 6.2-4: Sequenzvergleich des CD47/pcDNA3.1-Klons 1 mit der invertierten CD47 cDNS. 
 
 
  1---------- ---------- ---------- --------CA ANGCTGGCTA 
   CAATGACGAA GGAGGTTAAT CCAATCGCTG TACTAAACAC ATAGTAGTGA 
 51GTTAAGCTTA ATATCCCTGT AGAAGTCACA ATTAAACCAA GGCCAGTAGC 
   AGTAATATTA ATATCCCTGT AGAAGTCACA ATTAAACCAA GGCCAGTAGC 
101ATTCTTTAAT GAATATTCAC CTGGGACGAA AAGAATGGCT CCAACAATGA 
   ATTCTTTAAT GAATATTCAC CTGGGACGAA AAGAATGGCT CCAACAATGA 
151CAATGACAGT GATCACTAGT CCAGCAACAA GTAAAGCAAT TGTTTTCTCA 
   CAATGACAGT GATCACTAGT CCAGCAACAA GTAAAGCAAT TGTTTTCTCA 
201TCCATACCAC CGGATCTATA TTTAAGTGTT TTAATACCAA ACTGTCCCCA 
   TCCATACCAC CGGATCTATA TTTAAGTGTT TTAATACCAA ACTGTCCCCA 
251GAACAGGAGT ATAGCAAAAA TTGGGAAAAT AACAATAAGA ATATTTTCAT 
   GAACAGGAGT ATAGCAAAAA TTGGGAAAAT AACAATAAGA ATATTTTCAT 
301TTGGAGAAAA CCATGAAACA ACACGATATT TTAGCTCGAT GATCGTTTCA 
   TTGGAGAAAA CCATGAAACA ACACGATATT TTAGCTCGAT GATCGTTTCA 
351CCTTCTCTGG TTAATTCTGT TACTTCACAA GTGTAGTTTC CTGTGTGTGA 
   CCTTCTCTGG TTAATTCTGT TACTTCACAA GTGTAGTTTC CTGTGTGTGA 
401GACAGCATCA CTCTTATCCA TCTTCAAAGA GGCATCTCCT TTTAGTAATT 
   GACAGCATCA CTCTTATCCA TCTTCAAAGA GGCATCTCCT TTTAGTAATT 
451GTGAGACTTC AATTTTTGCA CTACTAAAGT CAGTGGGGAC AGTGGACTTG 
   GTGAGACTTC AATTTTTGCA CTACTAAAGT CAGTGGGGAC AGTGGACTTG 
501TTTAGAGCTC CATCAAAGGT GTAAATATCT CTTCCTTTAA ATTTCCACTT 
   TTTAGAGCTC CATCAAAGGT GTAAATATCT CTTCCTTTAA ATTTCCACTT 
551TACGTATACT TCAGTAGTGT TTTGTGCCTC CATATTAGTA ACAAAGCATG 
   TACGTATACT TCAGTAGTGT TTTGTGCCTC CATATTAGTA ACAAAGCATG 
601GAATGACGAC AGTGTCATTA CAAAACGTGA ATTCTATAGA T 
   GAATGACGAC AGTGTCATTA CAAAACGTGA ATTCTACAGA T 
 
Abbildung 6.2-5: Sequenzvergleich des CD47/pcDNA3.1-Klons 13 mit der invertierten CD47 cDNS. 
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Die Abbildungen 6.2-4 und 6.2-5 zeigen einen Sequenzvergleich der cDNS von CD47 mit 
den CD47/pcDNA3.1 Klonen 1 und 13. Fehlpaarungen sind rot hervorgehoben und nicht 
eindeutig zu bestimmende Nucleotide als N gekennzeichnet. Die Fehlpaarungen zur Beginn 
der Sequenz sind praktisch bedingt, da anfangs die Sequenzierung noch ungenau ist, sie 
bedeuten also nicht, das es zu Veränderungen der Sequenz während der PCR gekommen 
ist. Die Fehlpaarung ganz am Ende der Sequenz stammt vom Primer. Sie wurde bewusst 
eingefügt, um eine Restriktionsschnittstelle zu schaffen.  
Die Vektoren beider Klone beinhalten die richtigen CD47-Fragmente, es ist zu keinen 
ungewollten Basenaustausch gekommen. Für die Synthese der CD47-Sonde wird die 
Vektor-DNS von Klon 1 verwendet. 
 
In Abbildung 6.2-6 wird Sequenz des β2-Mikroglobulin Klons 3 mit der invertierten cDNS des 
humanen β2-Mikroglobulins verglichen. 
 
 
  1---------- ---------- ---------- --CAANGCTG GCTAGTTAAG 
   GAGTATGTAA ATTGGAAGTT AACTTATGCA CGCTTAACTA TCTTAACAAG 
 51CTTTGAGTGC AAGAGATTGA AGAGTTCAAA TCTGACCAAG ATGTTGATGT 
   CTTTGAGTGC AAGAGATTGA AGAGTTCAAA TCTGACCAAG ATGTTGATGT 
101TGGATAAGAG AATTCTCTGC TCCCCACCTC TAAGTTGCCA GCCCTCCTAG 
   TGGATAAGAG AATTCTCTGC TCCCCACCTC TAAGTTGCCA GCCCTCCTAG 
151AGCTACCTGT GGAGCAACCT GCTCAGATAC ATCAAACATG GAGACAGCAC 
   AGCTACCTGT GGAGCAACCT GCTCAGATAC ATCAAACATG GAGACAGCAC 
201TCAAAGTAGA ATTATAAAGA AGATCATGTC CATGTTAACA TTATTATAAC 
   TCAAAGTAGA ATTATAAAGA AGATCATGTC CATGTTAACA TTATTATAAC 
251CCTACATTTT GTGCATAAAG TGTAAGTGTA TAAGCATATC AATATTAAAA 
   CCTACATTTT GTGCATAAAG TGTAAGTGTA TAAGCATATC AATATTAAAA 
301AGCAAGCAAG CAGAATTTGG AATTCATCCA ATCCAAATGC GGCATCTTCA 
   AGCAAGCAAG CAGAATTTGG AATTCATCCA ATCCAAATGC GGCATCTTCA 
351AACCTCCATG ATGCTGCTTA CATGTCTCGA TCCCACTTAA CTATCTTGGG 
   AACCTCCATG ATGCTGCTTA CATGTCTCGA TCCCACTTAA CTATCTTGGG 
401CTGTGACAAA GTCACATGGT TCACACGGCA GGCATACTCA TCTTTTTCAG 
   CTGTGACAAA GTCACATGGT TCACACGGCA GGCATACTCA TCTTTTTCAG 
451TGGGGGTGAA TTCAGTGTAG TACAAGAGAT AGAAAGACCA GTCCTTGCTG 
   TGGGGGTGAA TTCAGTGTAG TACAAGAGAT AGAAAGACCA GTCCTTGCTG 
501AAAGACAAGT CTGAATGCTC CACTTTTTCA ATTCTCTCTC CATTCTTCAG 
   AAAGACAAGT CTGAATGCTC CACTTTTTCA ATTCTCTCTC CATTCTTCAG 
551TAAGTCAACT TCAATGTCGG ATGGATGAAA CCCAGACACA TAGCAATTCA 
   TAAGTCAACT TCAATGTCGG ATGGATGAAA CCCAGACACA TAGCAATTCA 
601GGAAATTTGA CTTTCCATTC TCTGCTGGAT GACGTGAGTA AACCTGAATC 
   GGAAATTTGA CTTTCCATTC TCTGCTGGAT GACGTGAGTA AACCTGAATC 
651TTTGGAGTAC GCTGGATATC C 
   TTTGGAGTAC GCTGGATAGC C 
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Abgesehen von der eingebauten Fehlpaarunge am Ende der Sequenz zur Einführung einer 
Restriktionsschnittstelle und den Sequenzierungenauigkeiten am Anfang beinhaltet das 
Microglobulin-Fragment keinen Basenaustausch. Es wird zur Synthese der β2-
Mikroglobulinsonde verwendet. 
 
6.2.2.2 Nachweis der cytosolischen CD47-RNS unter laminaren, turbulenten und 
statischen Kulturbedingungen  
 
Zum Nachwies der cytosolischen mRNS von CD47 über Northern Blot werden HUVEC in   
94 mm Zellkulturschalen kultiviert. Zwei Tage nach Erreichen der Konfluenz wird je eine 
Schale 24 h in einer Plattenkegelapparatur laminar bei ca. 10 dyn/cm2 oder turbulent bei ca. 
1 dyn/cm2 inkubiert. Eine weitere Schale dient als statische Kontrolle. Ein Teil des HUVEC-
Zellrasens wird durch Trypsinierung aus den Kulturschalen gelöst und lysiert. Der übrige 
intakte Zellrasen wird einer Bestimmung des Apoptoseindexes unterzogen. Ausschließlich 
Proben, deren Apoptoseraten den Ergebnissen von Kapitel 6.1.2 entsprechen, werden zur 
weiteren Aufarbeitung herangezogen. Als Negativkontrolle für den Northern Blot dient 
cytosolische RNS aus BHK-21, die kein CD47 exprimieren. Hierfür werden die Zellen in 
Kulturflaschen mit 75 cm2 Kulturfläche bis zur Konfluenz kultiviert und durch Dispasieren 
gelöst. Nach Isolierung der cytosolischen RNS sowohl aus den abgelösten HUVEC als auch 
aus den BHK-21 wird aus allen Ansätzen RNS-Gehalt und -Reinheit bestimmt.  
In einem 2% (w/v) Formaldehydgel werden nach Kapitel 5.10 jeweils 10 µg cytosolischer 
RNS aus den zu vergleichenden HUVEC-Ansätzen und BHK-21 als Negativkontrolle für    
2,5 h elektrophoretisch aufgetrennt und über Kapillarelektrophorese auf eine Nylonmembran 
transferiert. Zur Immobilisierung der RNS wird die Membran 4 min mit UV-Licht auf einem 
Transluminator bei einer Wellenlänge von 302 nm exponiert. Dies führt zu einer kovalenten 
Verknüpfung zwischen RNS und der Nylonmembran (UV-Crosslinking). Anschließend wird 
die RNS auf der Membran zur Überprüfung des Transfers unspezifisch mit Methylenblau 
gefärbt und unter Weißlicht photographiert. Dabei lassen die 18S und 28S rRNS Banden 
erkennen. Die Membran wird gewaschen und 4 h bei 60°C unter Rotation prähybridisiert. Da 
die CD47 und die β2-Microglobulin mRNS eine ähnliche Größe aufweisen und sich daher die 
Banden auf der Membran überlagern, erfolgt die Hybridisierung mit den spezifischen Sonden 
in zwei Schritten. Hierzu wird die Membran zunächst über Nacht bei 60°C unter Rotation mit 
der zuvor radioaktiv markierten CD47 RNS-Sonde inkubiert. Nach Waschen der Membran 
erfolgt die Autoradiographie auf dem Phosphorimager-Schirm für 24 h. Nach Auslesen und 
Löschen des Phosphorimager-Schirms wird die Membran wiederum gewaschen, unter den 
gleichen Bedingungen mit der radioaktiv markierten Microglobulin RNS-Sonde hybridisiert, 
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für 4 h autoradiographiert und der Schirm anschließend ausgelesen. Zur Analyse werden die 
erhaltenen Banden mit Hilfe der Software Image Gauge quantifiziert (siehe Kapitel 5.10.9). 
 
Vergleich laminar und statisch kultivierter HUVEC mRNS 
In einem ersten Northern Blot Experiment werden die zwei Ansätze laminar und statisch 
kultivierter HUVEC mRNS und BHK-21 mRNS miteinander verglichen. Dabei werden jeweils 
10 µg cytosolischer mRNS aus Ansatz 1 in Spur 1 und 2 sowie aus Ansatz 2 in Spur 3 und 4 
auf das Formaldehydgel aufgetragen. 10 µg cytosolische BHK-21 mRNS in Spur 5 dient als 
Negativkontrolle. In der Methylenblaufärbung (Abbildung 6.2-7) zeigen Spur 3 und 4 ein 
ungewöhnliches Laufverhalten. Diese ist zum einen auf ein unregelmäßiges 
Auspolymerisieren des Formaldehydgels im Bereich der Spur 4 und zum anderen auf ein 
Degradieren der laminaren HUVEC RNS aus Ansatz 2 in Spur 3 zurückzuführen. Daher 
können für die weiteren Betrachtungen lediglich die laminar geströmte und statische HUVEC 
RNS aus Ansatz 1 in Spur 1 und 2 sowie die Negativkontrolle aus BHK-21 RNS in Spur 5 






Abbildung 6.2-7: Methylenblaufärbung der Nylonmembran mit je 10 µg cytosolischer RNS aus laminar 
geströmten und statischen HUVEC-Kulturen. 
Spur 1: HUVEC RNS laminar (Ansatz 1); Spur 2: HUVEC RNS statisch (Ansatz 1); 
Spur 3: HUVEC RNS laminar (Ansatz 2); Spur 4: HUVEC RNS statisch (Ansatz 2); 
Spur 5: BHK-21 RNS 
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Abbildung 6.2-8: Autoradiographie der Nylonmembran mit je 10 µg cytosolischer RNS aus laminar 
geströmten und statischen HUVEC-Kulturen mit der CD47 RNS-Sonde. 
Spur 1: HUVEC RNS laminar (Ansatz 1); Spur 2: HUVEC RNS statisch (Ansatz 1); 
Spur 3: HUVEC RNS laminar (Ansatz 2); Spur 4: HUVEC RNS statisch (Ansatz 2); 





Abbildung 6.2-9: Autoradiographie der Nylonmembran mit je 10 µg cytosolischer RNS aus laminar 
geströmten und statischen HUVEC-Kulturen mit der β2 Microglobulin RNS-Sonde. 
Spur 1: HUVEC RNS laminar (Ansatz 1); Spur 2: HUVEC RNS statisch (Ansatz 1); 
Spur 3: HUVEC RNS laminar (Ansatz 2); Spur 4: HUVEC RNS statisch (Ansatz 2); 
Spur 5: BHK-21 RNS 
 
 
Die Abbildungen 6.2-8 und 6.2-9 zeigen die erhaltenen Ergebnisse der Hybridisierung mit 
der spezifischen CD47- und Mikroglobulin-Sonde. Zur Analyse werden die Banden des 
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Ansatzes 1 aus Spur 1 und 2 mit Hilfe der Software Image Gauge quantifiziert (siehe Kapitel 
5.10.9). Ansatz 2 ist, wie die Methylenblaufärbung bereits erwarten ließ, nicht zu verwerten. 
In Spur 5, der BHK-21 Negativkontrolle, ist weder bei der Hybridisierung mit der CD47-
Sonde noch bei der Microglobulin-Sonde eine Bande zu erkennen. Damit ist die Spezifität 




Probe CD47 Microglobulin CD47 / MG 
HUVEC RNS laminar (Ansatz 1) 415,67 2279,32 0,18 
HUVEC RNS statisch (Ansatz 1) 469,10 2473,75 0,19 
 
Tabelle 6.2-1: Normierung der CD47 mRNS aus laminar geströmten und statischen HUVEC-Kulturen 
über Northern Blot. 
 
 
In Tabelle 6.2-1 sind die Auswertungen der Bandenquantifizierungen aufgeführt. Der 
Quotient der CD47-Bandenintensität durch die Microglobulin-Bandenintensität stellt den 
Richtwert für den Vergleich der beiden Proben dar. Durch die Normierung in Bezug auf das 
Haushaltsgen werden Unterschiede in den eingesetzten RNS Mengen ausgeglichen. Dabei 
ergibt sich zwischen der laminaren und der statischen HUVEC-Kultur ein im Rahmen der 
Fehlergenauigkeit zu vernachlässigender Unterschied an cytosolischer CD47 mRNS von      
–4%. Damit bestätigt der Northern Blot das Ergebnis der PCR, wonach unter sowohl unter 
laminaren als auch statischen Kulturbedingungen gleich viel CD47 mRNS im Cytosol von 
HUVEC festgestellt werden konnte.  
 
 
Vergleich laminar und statisch kultivierter HUVEC mRNS 
In einem weiteren Experiment wird die cytosolische mRNS turbulent geströmter HUVEC in 
jeweils einem Ansatz mit der mRNS laminar geströmter der statisch kultivierter HUVEC 
verglichen. Auf das Formaldehydgel werden in Spur 1 und 2 je 10 µg der cytosolischen RNS 
der laminar und turbulent kultivierten HUVEC aus Ansatz 1, in Spur 3 und 4 ebenfalls         
10 µg RNS aus den turbulent und statisch kultivierten HUVEC-Kulturen aufgetragen. Spur 5 
enthält 10 µg RNS aus BHK-21 als Negativkontrolle. Nach der Gelelektrophorese, dem 
Transfer der RNS auf eine Nylonmembran und dem UV-Crosslinking der RNS wird die 
Membran mit Methylenblau gefärbt. Abbildung 6.2-10 zeigt im Weißlicht in allen fünf Spuren 
die 18S und 28S rRNS Bande auf gleicher Höhe, was darauf schließen lässt, dass keine 
Degradierung der RNS aufgetreten ist. Allerdings weist Spur 4 zwischen der 18S und der 
28S rRNS Bande einen weißen Fleck auf, der auf eine Blase im Gel zurückzuführen ist. 
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Abbildung 6.2-10: Methylenblaufärbung der Nylonmembran mit je 10 µg cytosolischer RNS aus laminar 
und turbulent geströmten sowie statischen HUVEC-Kulturen. 
Spur 1: HUVEC RNS laminar (Ansatz 1); Spur 2: HUVEC RNS turbulent (Ansatz 1); 
Spur 3: HUVEC RNS turbulent (Ansatz 2); Spur 4: HUVEC RNS statisch (Ansatz 2); 
Spur 5: BHK-21 RNS 
 
 
Die Abbildungen 6.2-11 und 6.2-12 zeigen jeweils die Ergebnisse der Hybridisierung mit der 
spezifischen CD47- und Mikroglobulin-Sonde. Zur Analyse werden die Banden der Ansätze 
1 und 2 aus Spur 1 bis 4 mit Hilfe der Software Image Gauge quantifiziert. Die 
Negativkontrolle in Spur 5 weist auch in diesem Falle keine Bande auf. Es ist sowohl bei der 
CD47- als auch der β2-Microglobulin-Hybridisierung in Spur 1 bis 4 jeweils eine diskrete 
Bande zu erkennen. Allerdings zeigt sich, wie bereits in der Methylenblaufärbung festgestellt, 
auf beiden Abbildungen in Spur 4 ein Loch im Gel, was zu einem Verschmieren der 
jeweiligen Bande führt. 
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Abbildung 6.2-11: Autoradiographie der Nylonmembran mit je 10 µg cytosolischer RNS aus laminar und 
turbulent geströmten sowie statischen HUVEC-Kulturen mit der CD47 RNS-Sonde. 
Spur 1: HUVEC RNS laminar (Ansatz 1); Spur 2: HUVEC RNS turbulent (Ansatz 1); 
Spur 3: HUVEC RNS turbulent (Ansatz 2); Spur 4: HUVEC RNS statisch (Ansatz 2); 





Abbildung 6.2-12: Autoradiographie der Nylonmembran mit je 10 µg cytosolischer RNS aus laminar und 
turbulent geströmten sowie statischen HUVEC-Kulturen mit der β2-Microglobulin RNS-
Sonde. 
Spur 1: HUVEC RNS laminar (Ansatz 1); Spur 2: HUVEC RNS turbulent (Ansatz 1); 
Spur 3: HUVEC RNS turbulent (Ansatz 2); Spur 4: HUVEC RNS statisch (Ansatz 2); 
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Probe CD47 Microglobulin CD47 / MG 
HUVEC RNS laminar (Ansatz 1) 5304,80 16296,95 0,33 
HUVEC RNS turbulent (Ansatz 1) 3741,62 11130,44 0,34 
HUVEC RNS turbulent (Ansatz 2) 6654,13 12359,72 0,54 
HUVEC RNS statisch (Ansatz 2) 9830,70 19307,97 0,51 
 
Tabelle 6.2-2: Normierung der CD47 mRNS aus laminar und turbulent geströmten sowie turbulent 
geströmten und statischen HUVEC-Kulturen über Northern Blot. 
 
 
Die Auswertungen der Bandenintensitäten der CD47 und β2-Microglobulin zeigen, dass nach 
Normierung über das Haushaltsgen der Unterschied der CD47 mRNS-Levels im Cytosol in 
Ansatz 1 zwischen der laminar und turbulent geströmten HUVEC-Kultur lediglich -3% und in 
Ansatz 2 zwischen den turbulenten und statisch kultivierten HUVEC 6% beträgt. Dabei fällt 
auf, dass sich zwar die Ansätze untereinander, allerdings nicht die Werte der Ansätze 1 und 
2 miteinander vergleichen lassen. Die Grund hierfür liegt darin, dass es sich bei den beiden 
Ansätzen um unterschiedliche alte HUVEC-Kulturen aus verschiedenen Präparationen 
handelt. Da HUVEC als primäre Endothelzellen nur eine begrenzte Lebensdauer besitzen, 
ist ein solcher Schritt nicht vermeidbar. Durch weitere Northern Blots, deren Ergebnisse in 
diesem Zusammenhang nicht aufgeführt sind, kann dieser Befund bestätigt werden.  
Auch die Werte der Bandenintensitäten und die dazu gehörende Normierung der beiden 
aufgeführten Northern Blots liefern unterschiedliche Werte. Neben der bereits aufgeführten 
Gründen spielt hier auch die unterschiedliche spezifische Aktivität der Sonden eine Rolle. 
Dennoch lässt sich als Resultat dieser Untersuchung zusammenfassen, dass in Bestätigung 
der Ergebnisse der PCR aus Kapitel 6.2.1 keine Unterschiede in den CD47 mRNS Mengen 
im Cytosol laminar, statisch und turbulent kultivierter Endothelzellen festzustellen sind. Damit 
ist eine strömungsabhängige Transkriptionskontrolle von CD47 in HUVEC auszuschließen.  
 
6.2.3 Bestimmung der CD47 Proteinmenge durch Western Blot Analyse 
 
Nach Ausschluß einer mechanosensitiven Transkriptionskontrolle von CD47 mRNS in 
Endothelzellen liegt der Fokus der weiteren Untersuchungen nun auf der 
Proteinprozessierung im Cytosol. Da die postTranskriptionale Expressionskontrolle sowohl 
über die Geschwindigkeit des mRNS-Abbaus im Cytoplasma als auch über die 
posttranslationale Proteinprozessierung reguliert werden kann, soll zunächst über Western 
Blot der CD47 Proteingehalt in laminar, statisch und turbulent kultivierten Endothelzellen 
bestimmt werden. 
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Hierzu werden HUVEC in 94 mm Kulturschalen kultiviert. Zwei Tage nach Erreichen der 
Konfluenz wird je eine Schale 24 h parallel laminar mit ca. 10 dyn/cm2 und turbulent bei etwa     
1 dyn/cm2 in der Plattenkegelapparatur kultiviert. Eine weitere Schale dient als statische 
Kontrolle. Nach Überprüfung der Morphologie werden die Zellen wie in Kapitel 5.12.2 
beschrieben lysiert und der Proteingehalt bestimmt. Jeweils 20 µg Geamtproteinmenge pro 
Zelllysat aus laminar, statisch und turbulent kultivierten HUVEC werden unter nicht 
reduzierenden Bedingungen auf ein 9% (w/v) SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen und 
elektrophoretisch nach Molmasse getrennt. Nach Elektrotransfer auf eine PVDF-Membran 
erfolgen die Markierung von CD47 mit dem monoklonalen Antikörper B6H12 (vgl. Kapitel 
5.11.3) und die Chemilumineszenz-Detektion (vgl. Kapitel 5.11.4). Die erhaltene 
Immunfärbung von CD47 ist in Abbildung 6.2-13 dargestellt. In Spur 1 ist das Zelllysat aus 
laminar geströmten HUVEC, in Spur 2 das des statisch kultivierten und in Spur 3 das des 





Abbildung 6.2-13: Nachweis von CD47 in HUVEC durch Western Blot Analyse mit B6H12. 
Der aufgetragene Gesamtproteingehalt beträgt 20 µg je Spur in einem 9% (w/v) SDS-
Polyacrylamidgel. In den einzelnen Spuren sind unter nicht reduzierenden 
Bedingungen folgende Gesamtzelllysate aufgetragen: Spur 1: laminare Kultivierung; 
Spur 2: statische Kultivierung; Spur 3: turbulente Kultivierung  
[B6H12 = monoklonaler Antikörper gegen CD47] 
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Bei der einzelnen Bande handelt es sich um das etwa 50 kDa große Integrin assoziierte 
Protein. Die wolkige Bandenstruktur ist auf den hohen Glycosylierungsgrad des Proteins 
zurückzuführen, der abhängig vom Zelltyp bis zu 40% betragen kann. Die Western Blot 
Analyse zeigt, dass CD47 in allen drei Proben in vergleichbarer Menge vorhanden ist. 
Demzufolge wird der Rezeptor nicht nur unter statischen und turbulenten Bedingungen, 
sondern auch unter laminarem Fluss exprimiert.  
Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu den Arbeiten von R. Graf, 2000, der ebenfalls in 
Western Blot Analysen unter laminarem Scherstress kein Integrin assoziiertes Protein 
detektieren konnte. Interessant ist zudem, dass in dieser und weiteren Studien [Freyberg, 
1999; Kaiser, 2000; Apenberg, 2004] über Immunfluoreszenzfärbung im Unterschied zu 
statisch und turbulent kultivierten Endothelzellen unter laminarem Fluss kein Protein auf der 
Zelloberfläche nachgewiesen wurde.  
Zur Überprüfung der Spezifität des Antikörpers wird in weiteren Western Blot Analysen unter 
den oben genannten Bedingungen neben jeweils 20 µg HUVEC Zelllysat auch 
Gesamtzelllysat aus CHO-AA8 Tet-Off Zellen mit einem Proteingehalt von 20 µg und 5 µg 
der Extrazellulären Domäne von CD47, die in E. coli exprimiert, isoliert und aufgereinigt 
wurde, mit B6H12 auf ihren CD47 Gehalt überprüft. Während die HUVEC Zelllysate die oben 
besprochenen einzelnen Banden bei ca. 50 kDa aufweisen, kann weder im Zelllysat aus 
CHO-AA8 Tet-Off Zellen CD47 nachgewiesen werden, noch erkennt der Antikörper die 
Extrazelluläre CD47-Domäne aus E. coli. In beiden Fällen ist in den Western Blots keine 
Bande zu erkennen (Abbildung nicht gezeigt). Dies belegt zum einen, dass die 
Antikörpererkennung sehr spezifisch ist und zum anderen, dass B6H12 entweder eine 
Struktur, die neben der Extrazellulären Domäne auch Teile der Membrandomäne des 
Proteins beinhaltet, oder die glycosylierte Struktur der Extrazellulären Domäne erkennt. Da 
das analysierte Teilprotein in Prokaryonten exprimiert wurde, weist es keine Glycosylierung 
auf. 
 
6.2.4 Untersuchung der scherstressabhängigen Exponierung des Integrin 
assoziierten Proteins CD47 auf der Zelloberfläche 
 
Um den Gegensatz zwischen den Ergebnissen des Western Blots und den früheren 
Fluoreszenzstudien aufzulösen werden im Folgenden die Exponierungsschemata von CD47 
auf HUVEC-Zelloberflächen durch indirekte Immunfluoreszenzfärbung mit verschiedenen 
monoklonalen Antikörpern gegen CD47 untersucht. Hierzu werden HUVEC, wie in den 
vorangegangenen Kapiteln dargestellt, in 35 mm Kulturschalen vorkultiviert und zwei Tage 
nach Erreichen der Konfluenz nacheinander 24 h laminar mit ca. 10 dyn/cm2 in der 
Plattenkegelapparatur geströmt. Parallel dazu dient jeweils eine 35 mm Kulturschale HUVEC 
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als statische Kontrolle. Die Zellen werden gemäß Kapitel 5.11.1.2 fixiert und CD47 mit den 
Antikörpern Bric 126, 2D3, B6H12, 3G3 und 2B7 markiert. Die Detektion erfolgt über 
indirekte Immunfluoreszenz mit einem Indocarbocyanin gekoppelten Zweitantikörper. Die 
Auswertungen der daraus resultierenden fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen sind in 
den Abbildungen 6.2-14 bis 6.2-17 dargestellt. Dabei wird bei allen Aufnahmen auf gleiche 
Kameraeinstellungen wie Belichtungszeit und Kontrast geachtet.  
 
 
                     
 
Abbildung 6.2-14: Untersuchung der Exponierung von CD47 auf der Zelloberfläche von HUVEC in 
Abhängigkeit der Strömungsverhältnisse durch Immunfluoreszenzfärbung mit Bric 126. 
links: nach 24 h laminarer Strömung bei 10 dyn/cm2; rechts: nach statischer 
Kultivierung [Fluoreszenzaufnahmen, 40x Objektiv] 
 
 
                    
 
Abbildung 6.2-15: Untersuchung der Exponierung von CD47 auf der Zelloberfläche von HUVEC in 
Abhängigkeit der Strömungsverhältnisse durch Immunfluoreszenzfärbung mit 2D3. 
links: nach 24 h laminarer Strömung bei 10 dyn/cm2; rechts: nach statischer 
Kultivierung [Fluoreszenzaufnahmen, 40x Objektiv] 
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Abbildung 6.2-16: Untersuchung der Exponierung von CD47 auf der Zelloberfläche von HUVEC in 
Abhängigkeit der Strömungsverhältnisse durch Immunfluoreszenzfärbung mit B6H12. 
links: nach 24 h laminarer Strömung bei 10 dyn/cm2; rechts: nach statischer 
Kultivierung [Fluoreszenzaufnahmen, 40x Objektiv] 
 
 
                    
 
Abbildung 6.2-17: Untersuchung der Exponierung von CD47 auf der Zelloberfläche von HUVEC in 
Abhängigkeit der Strömungsverhältnisse durch Immunfluoreszenzfärbung mit 3G3. 
links: nach 24 h laminarer Strömung bei 10 dyn/cm2; rechts: nach statischer 
Kultivierung [Fluoreszenzaufnahmen, 40x Objektiv] 
 
 
Zur Überprüfung der Spezifität der Markierungsreaktionen werden statisch kultivierte HUVEC 
zum einen mit unspezifischem Maus IgG als Erstantikörper behandelt und zum anderen 
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Abbildung 6.2-18: Kontrollfärbungen zur Untersuchung der Spezifität der Immunfluoreszenzfärbungen an 
statisch kultivierten HUVEC. 
links: Negativkontrolle mit unspezifischem Maus IgG als Erstantikörper; rechts: 
Kontrollfärbung ohne Erstantikörper [Fluoreszenzaufnahmen, 40x Objektiv] 
 
 
Die Immunfluoreszenzfärbungen auf CD47 zeigen sehr unterschiedliche Resultate. Während 
die Markierung mit Bric 126 die Ergebnisse der früheren Studien bestätigt, wonach unter 
laminaren Strömungsbedingungen im Gegensatz zu statischer Kultivierung kein CD47 auf 
HUVEC Zelloberflächen nachzuweisen ist, zeigen sich mit B6H12 und 3G3 unter beiden 
Kultivierungsbedingungen etwa gleich starke spezifische Signale mit gleichem Färbemuster. 
Die Färbung mit 2D3 erweist sich aufgrund der geringen Intensität als indifferent. Nicht 
gezeigt sind in diesem Zusammenhang die Abbildungen der Immunfluoreszenzfärbungen mit 
2B7, da hier die Signale zu schwach für eine Interpretation sind. 
 
6.2.5 Lokalisation des Integrin assoziierten Proteins CD47 durch transiente 
Transfektion in BHK-21 und HUVEC 
 
Um CD47 in der Zelle lokalisieren und damit auch der Frage einer möglichen 
Kompartimentierung in Vesikeln oder einer Ansammlung in speziellen Membranbereichen, 
den sogenannten „rafts“ nachgehen zu können, die wegen der Funktionsabhängigkeit des 
Proteins von Cholesterin propagiert wird [Green et al., 1999], wird ein Fusionspotein aus 
CD47 und dem Markerprotein GFP kloniert.  
Das green fluorescent protein (GFP) stammt aus der biolumineszierenden Tiefseequalle 
Aequorea victoria. Zur Biolumineszenz ist dieses Protein mit Aequorin gekoppelt, das Ca2+-
abhängig blau-grünes Licht emittiert. Durch Energieübertragung wird GFP aktiviert 
[Shimomoura et al., 1962; Morin et al., 1971; Ward et al., 1980]. GFP umfasst 238 
Aminosäuren, die ein elfsträngiges ß-Fass bilden, welches eine α-Helix mit dem zentralen 
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Fluorophor umschließt. Der Fluorophor besteht aus dem zyklischen Tripeptid Ser-Tyr-Gly 
und fluoresziert nur, wenn er in das Protein eingelagert ist [Cody et al., 1993]. Das Protein 
absorbiert Licht im blauen und UV-Bereich mit einem Maximum bei 395 nm und einem 
molaren Extinktionskoeffizienten von 9500 cm-1M-1 [Ward et al., 1980]. GFP war das erste 
bekannte Protein mit einem Chromophor, der ausschließlich aus Aminosäuren gebildet wird. 
Da dies autokatalytisch geschieht, kann GFP in den unterschiedlichsten Organismen 
exprimiert werden. Es eignet sich daher sehr gut als Reportergen.  
 
6.2.5.1 Klonierung des Fusionsproteins IAP/EGFP-N1 
 
Es soll ein C-terminales Fusionsprotein von CD47 und dem durch Aminosäureaustausch 
optimierten EGFP [Cormack et al., 1996] hergestellt werden. Dazu wird der translatierte 
Bereich von CD47 in den Expressionsvektor pEGFP-N1 zwischen den CMV Promoter und 
das EGFP-Gen eingefügt (siehe Abbildung 6.2-18). Als Matrize für die PCR wird der Vektor 
IAP/FRT verwendet, der das gewünschte Fragment bereits enthält. Das verwendete 
Primerpaar IAP-F-NheI und IAP-R-BglII führen eine NheI- und BglII-Schnittstelle in die 
CD47-Sequenz ein. Dadurch kann das Fragment so in den Vektor ligiert werden, dass 23 
Aminosäuren zwischen dem C-Terminus von CD47 und dem N-Terminus von EGFP liegen. 
Dieser Linker vereinfacht die richtige Faltung der beiden Proteine. Des Weiteren wird durch 
die Primer das Stopcodon von CD47 zerstört. Dadurch können CD47 und EGFP als 





Abbildung 6.2-19: Schema des Expressionsvektors IAP/EGFP-N1 zur Expression des Fusionsproteins 
CD47-EGFP. 
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Die PCR wird nach Kapitel 5.8.5.2 mit einer Anlagerungstemperatur von 48°C und einer 
MgSO4-Konzentration von 0,2 mM durchgeführt und das erhaltene CD47-Amplicon von ca. 
930 bp über eine Gelelution (Kapitel 5.8.7.2) gereinigt. Der Expressionsvektor pEGFP-N1 
wird aus E. coli SSC110 Dauerkulturen isoliert und zusammen mit dem Amplicon mit den 
Restriktionsenzymen NheI und BglII hydrolysiert und aufgereinigt. Nach Dephosphorylierung 
des Vektors erfolgt die Ligation und Transformation in E. coli DH5α. Nach analytischer 
Plasmidisolierung und Restriktion mit NheI und BglII werden die Klone zusammen mit dem 
Amplicon und dem linearisierten Vektor pEGFP-N1 als Vergleich in einem 1% (w/v) 





Abbildung 6.2-20: Restriktionsanalyse der Klone des Fusionsproteins IAP/EGFP-N1. 
Elektrophoretische Auftrennung in einem 1% (w/v) Agarosegel und Färbung mit 
Ethidiumbromid 
Spur 1: 1,0 kb DNS-Größenstandard; Spur 2: CD47-Amplicon; Spur 3: restringierter 
Vektor pEGFP-N1; Spur 3 - 11: restringierte Klone 1 – 8 
 
 
Der restringierte Ausgangsvektor liefert eine Bande bei ca. 4,7 kb, das CD47 PCR-Produkt 
bei etwa 0,9 kb. Während bei den Klonen 6 und 7 die DNS in den verschiedenen 
Aufreinigungsschritten verloren gegangen ist und bei Klon 4 eine zusätzliche Bande bei      
1,0 kb zu erkennen ist, liefern die übrigen Klone die erwarteten Banden von 4,7 und 0,9 kb. 
Für eine Sequenzanalyse werden nun die Klone 1 und 2 präparativ isoliert und sequenziert. 
Als Sequenzierprimer werden IAP-F-NheI und IAP-F-BsrI verwendet. Die erhaltenen 
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1  -------TAC TTGGAANGCA GGGNCCCTCT TNTNTCTGGT AANANNNATC 
   ATGTGGCCCC TGGTAGCGGC GCTGTTGCTG GGCTCGGCGT GCTGCGGATC 
51 AGCTCAGCTA CTATTTAATA AAACAAAATC TGTAGAATTC ACGTTTTGTA 
   AGCTCAGCTA CTATTTAATA AAACAAAATC TGTAGAATTC ACGTTTTGTA 
101ATGACACTGT CGTCATTCCA TGCTTTGTTA CTAATATGGA GGCACAAAAC 
   ATGACACTGT CGTCATTCCA TGCTTTGTTA CTAATATGGA GGCACAAAAC 
151ACTACTGAAG TATACGTAAA GTGGAAATTT AAAGGAAGAG ATATTTACAC 
   ACTACTGAAG TATACGTAAA GTGGAAATTT AAAGGAAGAG ATATTTACAC 
201CTTTGATGGA GCTCTAAACA AGTCCACTGT CCCCACTGAC TTTAGTAGTG 
   CTTTGATGGA GCTCTAAACA AGTCCACTGT CCCCACTGAC TTTAGTAGTG 
251CAAAAATTGA AGTCTCACAA TTACTAAAAG GAGATGCCTC TTTGAAGATG 
   CAAAAATTGA AGTCTCACAA TTACTAAAAG GAGATGCCTC TTTGAAGATG 
301GATAAGAGTG ATGCTGTCTC ACACACAGGA AACTACACTT GTGAAGTAAC 
   GATAAGAGTG ATGCTGTCTC ACACACAGGA AACTACACTT GTGAAGTAAC 
351AGAATTAACC AGAGAAGGTG AAACGATCAT CGAGCTAAAA TATCGTGTTG 
   AGAATTAACC AGAGAAGGTG AAACGATCAT CGAGCTAAAA TATCGTGTTG 
401TTTCATGGTT TTCTCCAAAT GAAAATATTC TTATTGTTAT TTTCCCAATT 
   TTTCATGGTT TTCTCCAAAT GAAAATATTC TTATTGTTAT TTTCCCAATT 
451TTTGCTATAC TCCTGTTCTG GGGACAGTTT GGTATTAAAA CACTTAAATA 
   TTTGCTATAC TCCTGTTCTG GGGACAGTTT GGTATTAAAA CACTTAAATA 
501TAGATCCGGT GGTATGGATG AGAAAACAAT TGCTTTACTT GTTGCTGGAC 
   TAGATCCGGT GGTATGGATG AGAAAACAAT TGCTTTACTT GTTGCTGGAC 
551TAGTGATCAC TGTCATTGTC ATTGTTGGAG CCATTCTTTT CGTCCCAGGT 
   TAGTGATCAC TGTCATTGTC ATTGTTGGAG CCATTCTTTT CGTCCCAGGT 
601GAATATTCAT TAAAGAATGC TACTGGCCTT GGTTTAATTG TGACTTCTAC 
   GAATATTCAT TAAAGAATGC TACTGGCCTT GGTTTAATTG TGACTTCTAC 
651AGGGATATTA ATATTACTTC ACTACTATGT GTTTAGTACA GCGATTGGAT 
   AGGGATATTA ATATTACTTC ACTACTATGT GTTTAGTACA GCGATTGGAT 
701TAACCTCCTT CGTCATTGCC ATATTGGTTA TTCAGGTGAT AGCCTATATC 
   TAACCTCCTT CGTCATTGCC ATATTGGTTA TTCAGGTGAT AGCCTATATC 
751CTCGCTGTGG TTGGACTGAG TCTCTGTATT GCGGCGTGTA TACCAATGCA 
   CTCGCTGTGG TTGGACTGAG TCTCTGTATT GCGGCGTGTA TACCAATGCA 
801TGGCCCTCTT CTGATTTCAG GTTTGAGTAT CTTAGCTCTA GCACAATTAC 
   TGGCCCTCTT CTGATTTCAG GTTTGAGTAT CTTAGCTCTA GCACAATTAC 
851TTGGACTAGT TTATATGAAA TTTGTGGCTT CCATCAGAAG ACTATACAAC 
   TTGGACTAGT TTATATGAAA TTTGTGGCTT CCAATCAGAA GACTATACAA 
 




Die Abbildung 6.2-20 zeigt einen Ausschnitt aus der Sequenz von Klon 1 (obere Zeile), die 
an der cDNS von CD47 (untere Zeile) ausgerichtet wurde. Die Fehlpaarungen (rot 
hervorgehoben) bis Base 47 liegen an der Fehleranfälligkeit der Sequenzierung am Anfang. 
Bei Position 884 ist es zu einer Deletion eines Adenins gekommen. Dabei handelt es sich 
wahrscheinlich nicht um einen Sequenzierfehler, sondern um einen Basenverlust während 
der PCR. Da die Sequenz somit aus dem Leserahmen fällt, ist sie für das Fusionsprotein 
nicht zu gebrauchen. Es würde zu vielfachen Aminosäureaustauschen kommen. 
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1  ---------- TACTTGGAAN GNAGAGCCCN CTTCNNCGNT AANANNNATC 
   ATGTGGCCCC TGGTAGCGGC GCTGTTGCTG GGCTCGGCGT GCTGCGGATC 
51 AGCTCAGCTA CTATTTAATA AAACAAAATC TGTAGAATTC ACGTTTTGTA 
   AGCTCAGCTA CTATTTAATA AAACAAAATC TGTAGAATTC ACGTTTTGTA 
101ATGACACTGT CGTCATTCCA TGCTTTGTTA CTAATATGGA GGCACAAAAC 
   ATGACACTGT CGTCATTCCA TGCTTTGTTA CTAATATGGA GGCACAAAAC 
151ACTACTGAAG TATACGTAAA GTGGAAATTT AAAGGAAGAG ATATTTACAC 
   ACTACTGAAG TATACGTAAA GTGGAAATTT AAAGGAAGAG ATATTTACAC 
201CTTTGATGGA GCTCTAAACA AGTCCACTGT CCCCACTGAC TTTAGTAGTG 
   CTTTGATGGA GCTCTAAACA AGTCCACTGT CCCCACTGAC TTTAGTAGTG 
251CAAAAATTGA AGTCTCACAA TTACTAAAAG GAGATGCCTC TTTGAAGATG 
   CAAAAATTGA AGTCTCACAA TTACTAAAAG GAGATGCCTC TTTGAAGATG 
301GATAAGAGTG ATGCTGTCTC ACACACAGGA AACTACACTT GTGAAGTAAC 
   GATAAGAGTG ATGCTGTCTC ACACACAGGA AACTACACTT GTGAAGTAAC 
351AGAATTAACC AGAGAAGGTG AAACGATCAT CGAGCTAAAA TATCGTGTTG 
   AGAATTAACC AGAGAAGGTG AAACGATCAT CGAGCTAAAA TATCGTGTTG 
401TTTCATGGTT TTCTCCAAAT GAAAATATTC TTATTGTTAT TTTCCCAATT 
   TTTCATGGTT TTCTCCAAAT GAAAATATTC TTATTGTTAT TTTCCCAATT 
451TTTGCTATAC TCCTGTTCTG GGGACAGTTT GGTATTAAAA CACTTAAATA 
   TTTGCTATAC TCCTGTTCTG GGGACAGTTT GGTATTAAAA CACTTAAATA 
501TAGATCCGGT GGTATGGATG AGAAAACAAT TGCTTTACTT GTTGCTGGAC 
   TAGATCCGGT GGTATGGATG AGAAAACAAT TGCTTTACTT GTTGCTGGAC 
551TAGTGATCAC TGTCATTGTC ATTGTTGGAG CCATTCTTTT CGTCCCAGGT 
   TAGTGATCAC TGTCATTGTC ATTGTTGGAG CCATTCTTTT CGTCCCAGGT 
601GAATATTCAT TAAAGAATGC TACTGGCCTT GGTTTAATTG TGACTTCTAC 
   GAATATTCAT TAAAGAATGC TACTGGCCTT GGTTTAATTG TGACTTCTAC 
651AGGGATATTA ATATTACTTC ACTACTATGT GTTTAGTACA GCGATTGGAT 
   AGGGATATTA ATATTACTTC ACTACTATGT GTTTAGTACA GCGATTGGAT 
701TAACCTCCTT CGTCATTGCC ATATTGGTTA TTCAGGTGAT AGCCTATATC 
   TAACCTCCTT CGTCATTGCC ATATTGGTTA TTCAGGTGAT AGCCTATATC 
751CTCGCTGTGG TTGGACTGAG TCTCTGTATT GCGGCGTGTA TACCAATGCA 
   CTCGCTGTGG TTGGACTGAG TCTCTGTATT GCGGCGTGTA TACCAATGCA 
801TGGCCCTCTT CTGATTTCAG GTTTGAGTAT CTTAGCTCTA GCACAATTAC 
   TGGCCCTCTT CTGATTTCAG GTTTGAGTAT CTTAGCTCTA GCACAATTAC 
851TTGGACTAGT TTATATGAAA TTTGTGGCTT CCAATCAGAA GACTATACAA 
   TTGGACTAGT TTATATGAAA TTTGTGGCTT CCAATCAGAA GACTATACAA 
901CCTCCTAGGA ATAACGGAGA TCTCGAGCTC AAGCTTCGAA TTCTGCAGTC 
   CCTCCTAGGA ATAACTGAGA TCTCGAGCTC AAGCTTCGAA TTCTGCAGTC 
951GACGGTACCG CGGGCCCGGG ATCCACCGGT CGCCACCATG 
   GACGGTACCG CGGGCCCGGG ATCCACCGGT CGCCACCATG  
 
Abbildung 6.2-22: Sequenzvergleich des IAP/EGFP-N1-Klons 2 mit der invertierten CD47 cDNS und 
Vektor pEGFP-N1 (kursiv). 
 
 
Abbildung 6.2-21 zeigt den Vergleich zwischen der Sequenz von Klon 2 (obere Zeile) und 
der cDNS von CD47, bzw. einer Teilsequenz des Vektors (untere Zeile). Die Sequenz des 
Vektors ist kursiv dargestellt, sie umfasst die Linkerregion, sowie das Startcodon (ATG) des 
EGFPs. 
Die Fehlpaarungen am Anfang der Sequenz sind erneut methodisch bedingt. Der einzelne 
Basenaustausch an Position 916 wurde gezielt eingeführt, dadurch wurde das CD47 
Stopcodon (TGA) zerstört. Die Sequenz zeigt keine ungewollten Fehlpaarungen.  
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6.2.5.2 Transiente Transfektion des Fusionsproteins IAP/EGFP-N1 in BHK-21 und 
HUVEC 
 
Für die Transfektion wird die Plasmid-DNS des IAP/EGFP-N1 Klons 2 eingesetzt. Als 
Positivkontrolle wird der Vektor pEGFP-N1 ohne insertiertes Fragment verwendet. Da    
BHK-21 leichter verfügbar und transfizierbar sind als HUVEC-Kulturen, werden die ersten 
Transfektionen mit dieser Zelllinie durchgeführt. 50000 Zellen werden in eine 24 Loch-Platte 
ausgesät und 24 h kultiviert. Die Transfektion erfolgt über 15 h mit dem 
Transfektionsreagenz Lipofectamin (siehe Kapitel 5.7.1). Die Dokumentation erfolgt 36 h 





Abbildung 6.2-23: Transiente Transfektion von BHK-21 mit IAP/EGFP-N1. 
   übereinandergelegte EGFP-Fluoreszenz- und Phasenkontrast-Aufnahmen  





Abbildung 6.2-24: Transiente Transfektion von BHK-21 mit pEGFP-N1. 
   übereinandergelegte EGFP-Fluoreszenz- und Phasenkontrast-Aufnahmen 
   Belichtungszeit EGFP-Fluoreszenz: 111 ms [20x Objektiv] 
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Abbildung 6.2-25: Transiente Transfektion von BHK-21 ohne DNS. 
   übereinandergelegte EGFP-Fluoreszenz- und Phasenkontrast-Aufnahmen 
   Belichtungszeit EGFP-Fluoreszenz: 111 ms [20x Objektiv] 
 
 
Die Abbildungen 6.2-22 bis 6.2-24 zeigen übereinandergelegte EGFP-Fluoreszenz- und 
Phasenkontrast-Aufnahmen der transfizierten BHK-21-Kulturen. Die Zellen in Abbildung   
6.2-22 wurden mit dem konstruierten Vektor IAP/EGFP-N1 transfiziert und exprimieren das 
Fusionsprotein. Die Zellen von Abbildung 6.2-23 wurden mit dem Ausgangsvektor      
pEGFP-N1 transfiziert und exprimieren nur EGFP. 
Die Transfektion mit dem reinen EGFP-Vektor zeigt eine höhere Effizienz, was an der 
größeren Anzahl grün fluoreszierender Zellen zu erkennen ist. Des Weiteren ist das 
Fluoreszenzsignal der Zellen, die das Fusionsprotein exprimieren, deutlich geringer als die 
der Kontrolle, wie die unterschiedlichen Belichtungszeiten darlegen. Dies lässt sich nicht 
allein auf die Größenunterschiede der beiden Vektoren von 4.7 kb und 5.7 kb zurückführen. 
Offensichtlich wird nur ein kleiner Teil des Fusionsproteins in den transfizierten Zellen richtig 
gefaltet uns ist somit funktionsfähig.  
Abbildung 6.2-24 stellt BHK-21 Zellen dar, die ohne DNS transfiziert wurden. Dies dient der 
Kontrolle und beweist, dass die EGFP-Fluoreszenz allein von den transfizierten Vektoren 
stammt. 
Nach der erfolgreichen Transfektion von BHK-21 Kulturen werden nun HUVEC-Kulturen mit 
dem Konstrukt zu transfiziert. Es werden 60000 Zellen pro Kavität ausgesät. Als Reagenz 
wird Lipofectin verwendet (siehe Kapitel 5.7.2).  
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Abbildung 6.2-26: Transiente Transfektion von HUVEC mit IAP/EGFP-N1. 
   übereinandergelegte EGFP-Fluoreszenz- und Phasenkontrast-Aufnahmen 





Abbildung 6.2-27: Transiente Transfektion von HUVEC mit pEGFP-N1. 
   übereinandergelegte EGFP-Fluoreszenz- und Phasenkontrast-Aufnahmen 
   Belichtungszeit EGFP-Fluoreszenz: 445 ms [20x Objektiv] 
 
 
Abbildungen 6.2-25 und 6.2-26 zeigen wiederum übereinander gelagerte EGFP-
Fluoreszenz- bzw. Phasenkontrast-Aufnahmen der transienten Transfektion von HUVEC mit 
dem Fusionsprotein IAP/EGFP-N1 und den Expressionsvektor pEGFP-N1. Die 
Transfektionseffizienz in HUVEC liegt bei weitem niedriger als in BHK-21. In nur einer 
einzigen Zelle gelingt es das Fusionsprotein nachzuweisen. Eine Wiederholung der 
Transfektion ergibt keine einzige mit IAP/EGFP-N1 transfizierte Zelle. Somit eignen sich 
HUVEC nicht für ausgedehnte Transfektionsstudien.  
Sowohl bei der transienten Transfektion von BHK-21 als auch von HUVEC fällt auf, dass die 
mit dem Fusionsprotein IAP/EGFP-N1 genauso wie die mit der EGFP-Kontrolle transfizierten 
Zellen die gleiche Fluoreszenzverteilung im Cytosol der Zelle aufweisen. Dies ist insofern 
Ergebnisse   121
verwunderlich, da das Fusionsprotein mit dem intakten CD47-Signalpeptid kloniert wurde. 
Dieses sollte das Protein zumindest in den humanen Primärzellen in die Zellmembran 
dirigieren. Ein Versuch zur Lokalisation des Fusionsproteins in transfizierten BHK-21 durch 
indirekte Immunfluoreszenzfärbung des CD47 über ein spezifisches polyklonales 
Kaninchenserum gegen CD47 (Abbildungen nicht gezeigt) liefert keine aussagekräftigeren 
Erkenntnisse. Ein solcher Versuch wird mit HUVEC nicht unternommen, da diese Zellen ja 




6.3 Einfluss spezifischer Antikörper auf die Funktionalität des 
αVβ3-CD47-TSP1 Komplexes bei vaskulären Endothelzellen 
 
In Kapitel 6.2.4 wurden in indirekten Immunfluoreszenzfärbungen mit verschiedenen 
monoklonalen Antikörper gegen CD47 unter laminarer und statischer Kultivierung 
unterschiedliche Ergebnisse erzielt. Im Folgenden soll deren Einfluss auf die Funktionalität 
der autokrinen Schleife aus dem Rezeptorkomplex Integrin αVβ3 und CD47 sowie dem 
Liganden TSP1 durch Vergleich der Apoptoseraten nach Inkubation dieser Antikörper auf 
HUVEC untersucht werden.  
Zudem konnte Stefan Apenberg einen Zusammenhang zwischen der Regulation der 
Apoptose von Endothelzellen und dem APO/Fas Rezeptor Liganden System herstellen 
[Apenberg, 2004], der in früheren Publikationen bestritten worden ist [Freyberg et al., 2001]. 
Um diesen Widerspruch aufzuklären, soll des Weiteren der Einfluss spezifischer Antikörper 
und Inhibitoren gegen Fas Ligand auf die Apoptose von HUVEC untersucht werden. 
 
6.3.1 Untersuchung des Einflusses verschiedener spezifischer Antikörper auf 
die Apoptoserate von HUVEC 
 
Für die Untersuchung des Einflusses verschiedener spezifischer CD47- und FasL-Antikörper 
auf die Apoptoserate von HUVEC werden die Zellen in 24 Loch-Platten vorkultiviert und zwei 
Tage nach Erreichen der Konfluenz zweimal mit PBS gewaschen. Nach Kapitel 5.6.3 werden 
in einer Vierfachbestimmung die monoklonalen Antikörper gegen CD47, Bric 126, B6H12, 
3G3, 2B7, und das polyklonale Kaninchenserum gegen CD47 sowie ein unspezifisches 
Maus Immunglobulin sowohl in frischem als auch in konditioniertem Medium mit einer 
Endkonzentation von 1 µg/ml zu den Zellen gegeben. Zusätzlich wird den HUVEC in einer 
Doppelbestimmung der monoklonale Antikörper MFL4 gegen Fas Ligand (FasL) mit einer 
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Endkonzentration von 1 µg/ml in frischem und konditioniertem Medium zugesetzt. Die Zellen 
werden 24 h unter normalen Kulturbedingungen weiterkultiviert und die Apoptose bestimmt 






Apoptoserate + SEM [%] 
          frisches Medium               konditioniertes Medium 
 1,0 ± 0,2 2,6 ± 0,2 
mIgG 1,1 ± 0,1 2,6 ± 0,3 
Bric 126 0,6 ± 0,1 0,8 ± 0,1 
polyklonal 1,3 ± 0,2 1,2 ± 0,2 
B6H12 1,6 ± 0,2 1,7 ± 0,2 
3G3 1,4 ± 0,2 1,6 ± 0,2 
2B7 0,7 ± 0,1 0,6 ± 0,1 
MFL4 0,6 ± 0,1 0,7 ± 0,2 
 
Tabelle 6.3-1: Änderung der Apoptose bei HUVEC durch Zugabe spezifischer Antikörper gegen 
CD47 und FasL. 
Die Zellen werden zwei Tage nach Erreichen der Konfluenz 24 h mit den aufgelisteten 
Medien kultiviert und die Apoptoserate bestimmt. Angegeben ist der Mittelwert mit 
Standardfehler aus vier unabhängigen Versuchen. [mIgG = unspezifisches Maus 
Immunglobulin; Bric 126, B6H12, 3G3, 2B7 = monoklonale Antikörper gegen CD47; 
polyklonal = polyklonales Kaninchenserum gegen CD47; MFL4 = monoklonaler 
Antikörper gegen FasL] 
 
 
Die Auswertung der Apoptoseraten liefert ähnlich wie die Ergebnisse der indirekten 
Immunfluoreszenzfärbungen ein uneinheitliches Bild. Entsprechend bereits veröffentlicher 
Ergebnisse erhöht sich die Apoptoserate durch Zugabe von konditioniertem Medium um das 
2,5 fache. Dies wird der Ausschüttung von Thrombospondin-1 aus HUVEC in das 
konditionierte Medium zugeschrieben. Sowohl in frischem als auch in konditioniertem 
Medium kann die Apoptose durch Zugabe des spezifischen Antikörpers Bric 126 signifikant 
gesenkt werden [Freyberg et al., 2000]. Während 2B7 eine ähnliche Wirkung wie Bric 126 
auf HUVEC ausübt, zeigen die übrigen Antikörper gegen CD47 höchstens eine leichte 
Absenkung der erhöhten Apoptoserate in konditioniertem Medium. In frischem Medium ist 
dagegen keine Auswirkung zu verzeichnen. Der Antikörper B6H12 erhöht im Gegenteil sogar 
die Apoptoserate in frischem Medium hoch signifikant (σ < 0,001 nach t-Test). Dahingegen 
entfaltet der spezifische monoklonale Antikörper gegen FasL sowohl in frischem wie 
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konditioniertem Medium eindeutig eine protektive Wirkung auf Endothelzellen (σ < 0,001 
nach t-Test).  
 
Um dieses Ergebnis zu bestätigen werden in einem weiteren Versuch neben Bric 126 und 
MFL4 ein Peptidinhibitor gegen FasL in einem Apoptoseassay in einer Vierfachbestimmung 
auf HUVEC getestet. Daneben soll untersucht werden, ob Bric 126 und MFL4 bzw. der FasL 
Inhibitor eine additive protektive Wirkung auf Endothelzellen ausüben.  
Hierzu werden HUVEC wie im vorangegangenen Versuch vorkultiviert und mit den 
Antikörperlösungen in frischem und konditioniertem Medium versetzt. Die Endkonzentation 
beträgt bei den Antikörpern jeweils 1 µg/ml, bei dem Inhibitor 1 mM, dem zusätzlich nach 
Herstellerangaben ein sogenannter „Enhancer“ in einer Konzentration von 1 mM zugesetzt 
wird. Die Inkubation erfolgt unter Berücksichtigung der geringeren Stabilität der 
Peptidstruktur des Inhibitors über die vom Hersteller empfohlene Dauer von 16 h. Die 






Apoptoserate + SEM [%] 
          frisches Medium               konditioniertes Medium 
 0,7 ± 0,1 2,1 ± 0,2 
Bric 126 0,4 ± 0,1 0,7 ± 0,1 
MFL4 0,2 ± 0,1 0,5 ± 0,1 
FasL Inhibitor 0,4 ± 0,1 0,5 ± 0,1 
Bric 126 + MFL4 0,2 ± 0,1 0,5 ± 0,1 
Bric 126 + FasL Inhibitor 0,3 ± 0,1 0,5 ± 0,1 
 
Tabelle 6.3-2: Protektive Wirkung von FasL Inhibitoren auf Endothelzellen. 
Die Zellen werden zwei Tage nach Erreichen der Konfluenz 16 h mit den aufgelisteten 
Medien kultiviert und die Apoptoserate bestimmt. Angegeben ist der Mittelwert mit 
Standardfehler aus vier unabhängigen Versuchen. [Bric 126 = monoklonaler Antikörper 
gegen CD47; MFL4 = monoklonaler Antikörper gegen FasL, FasL Inhibitor = 
spezifischer Inhibitor gegen FasL] 
 
 
Der FasL Inhibitor zeigt genau wie Bric 126 und MFL4 eine Absenkung der Apoptoserate bei 
HUVEC sowohl in frischem als auch in konditioniertem Medium. Eine additive Wirkung durch 
Blockade der autokrinen Schleife über Bric 126 und des APO/Fas Rezeptor Liganden 
System über MFL4 oder den FasL Inhibitor kann jedoch nicht festgestellt werden.  
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In einer früheren Publikation konnte jedoch nach einer Inkubation von FasL Inhibitor auf 
HUVEC über 96 h kein Rückgang der Apoptoserate festgestellt werden [Freyberg et al., 
2001]. Um dies zu überprüfen werden HUVEC zwei Tagen nach Erreichen der Konfluenz in 
einer Vierfachbestimmung mit Fas Inhibitor, MFL4, Bric 126 und B6H12 versetzt und über  
16 h bzw. 96 h inkubiert. Die Endkonzentrationen der Antikörper betragen 1 µg/ml, die des 





Apoptoserate + SEM [%] 
frisches Medium 
16 h                                           96 h 
 0,8 ± 0,2 2,0 ± 0,2 
FasL Inhibitor 0,4 ± 0,1 2,0 ± 0,3 
MFL4 0,4 ± 0,1 1,0 ± 0,2 
Bric 126 0,4 ± 0,2 1,0 ± 0,3 
B6H12 2,2 ± 0,3 2,1 ± 0,3 
 
Tabelle 6.3-3: Auswirkung der Inkubationszeiten auf die protektive Wirkung von FasL und CD47 
Inhibitoren auf Endothelzellen. 
Die Zellen werden zwei Tage nach Erreichen der Konfluenz 16 h bzw. 96 h mit den 
aufgelisteten Medien kultiviert und die Apoptoserate bestimmt. Angegeben ist der 
Mittelwert mit Standardfehler aus vier unabhängigen Versuchen. In konditioniertem 
Medium beträgt die Apoptoserate ohne Medienzusatz sowohl nach 16 h als auch nach 
96 h 2,6% ± 0,3%. [Bric 126, B6H12 = monoklonale Antikörper gegen CD47; MFL4 = 




Die Ergebnisse zeigen, dass nach 96 h bereits soviel TSP1 aus den Zellen ausgeschleust 
worden ist, dass die Apoptoserate auch in frischem Medium bereits im Bereich des 
konditionierten Mediums liegt. Der Fas Inhibitor, der nach 16 h Inkubation eine signifikante 
Reduktion der Apoptoserate bewirkt, ist nach vier Tagen komplett abgebaut, was an der auf 
2,0% gestiegenen Apoptoserate deutlich zu erkennen ist. Auch die Antikörper MFL4 und  
Bric 126 weisen nach 96 h eine höhere Apoptoserate als nach 16 h auf. Sie erweisen sich 
zwar als stabiler als der Peptidinhibitor, dennoch zeigen sich auch hier nach vier Tagen erste 
Verluste durch Verdau. Dagegen bewirkt B6H12 schon nach 16 h eine eindeutige Erhöhung 
der Apoptoserate auf einen Wert im Bereich des konditionierten Mediums. Dieses Ergebnis 
bestätigt damit die Vermutung aus Tabelle 6.3-1, dass dieser Antikörper Apoptose 
induzierend wirken könnte.  
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6.3.2 Untersuchung der Apoptoseinduktion des spezifischen Antikörpers 
B6H12 
 
Die Apoptoseinduktion von B6H12 auf HUVEC wird in einem weiteren Experiment näher 
untersucht. 1 µg/ml B6H12 wird in frischem Medium sowie in frischem Medium mit Zusatz 
von je 1 mM CBD und RGD Peptid zu den Zellen gegeben.  
Diese synthetischen Peptide bilden die Bindemotive des Thrombospondins 1 an das Integrin 
αVβ3 und an CD47 nach und sollten daher zu einer Aktivierung der autokrinen Schleife 
ähnlich dem konditionierten Medium führen. Das CBD Peptid mit der Sequenz Arg-Phe-Tyr-
Val-Val-Met bildet den als Zellbindedomäne („CBD“ = cell binding domain) bezeichneten     
C-terminalen Bereich des TSP1 nach, der an CD47 bindet. An αVβ3 bindet TSP1 über die 
sogenannte RGD-Sequenz (Arginin, Glycin, Asparaginsäure), die ein häufig für die 
Zelladhäsion mit der Extrazellulären Matrix notwendiges Bindemotiv darstellt. Diese Sequenz 
ist in dem zyklischen RGD-Peptid aufgenommen (Arg-Gly-Asp-[D-Phe]-Val). 
HUVEC werden zwei Tage nach Erreichen der Konfluenz 24 h in den in Tabelle 6.3-4 






Apoptoserate + SEM [%] 
frisches Medium                      RGD + CBD 
 2,4 ± 0,4 4,1 ± 0,4 
B6H12 4,6 ± 0,4 4,5 ± 0,4 
 
Tabelle 6.3-4: Apoptoseinduktion von B6H12 bei Endothelzellen. 
Die Zellen werden zwei Tage nach Erreichen der Konfluenz 24 h mit den aufgelisteten 
Medien kultiviert und die Apoptoserate bestimmt. Angegeben ist der Mittelwert mit 
Standardfehler aus zwei unabhängigen Versuchen. [B6H12 = monoklonaler Antikörper 




Die Zugabe von je 1 mM RGD und CBD zu frischem Medium führt beinahe zu einer 
Verdopplung der Apoptoserate bei HUVEC, die eine Auslösung der autokrinen Schleife zur 
Folge hat. Der Zusatz von 1 µg/ml B6H12 liefert einen Apoptosewert im gleichen Bereich, 
egal ob mit oder ohne Apoptoseinduktion durch die Peptide.  
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Für eine weiterführende Charakterisierung der Bindung von B6H12 an CD47 soll im 
Folgenden der Effekt des Antikörpers unter verschiedenen Strömungsbedingungen 
untersucht werden. Hierzu werden HUVEC in 35 mm Kulturschalen bis zwei Tage nach 
Erreichen der Konfluenz kultiviert. Die in Tabelle 6.3-5 aufgeführten Testmedien werden     
30 min auf den Zellen inkubiert. Dabei beträgt die Endkonzentration der Antikörper jeweils    
1 µg/ml, die der Peptide 1 mM. Anschließend wird je eine Schale 24 h parallel laminar bei   
ca. 10 dyn/cm2 und turbulent bei etwa 1 dyn/cm2 geströmt. Eine Kulturschale HUVEC dient 
als statische Kontrolle. Der Apoptoseindex wird nach DAPI-Färbung 





Apoptoserate + SEM [%] 
           laminar                       statisch                     turbulent 
mIgG 0,2 ± 0,1 2,4 ± 0,4 4,5 ± 0,3 
B6H12 0,3 ± 0,1 4,6 ± 0,4 4,3 ± 0,5 
CBD + RGD 0,2 ± 0,1 4,1 ± 0,4 4,8 ± 0,3 
B6H12 + CBD + RGD n. u. 4,5 ± 0,4 n. u. 
 
Tabelle 6.3-5: Auswirkung des monoklonalen Antikörpers B6H12 und der Peptide RGD und CBD auf 
die Funktionalität der autokrinen Schleife unter verschiedenen Strömungsbedingungen. 
Die Zellen werden zwei Tage nach Erreichen der Konfluenz nach 30 min 
Vorkultivierung mit den aufgelisteten Medien 24 h unter den angegebenen 
Strömungsbedingungen kultiviert und die Apoptoserate bestimmt. [mIgG = 
unspezifisches Maus Immunglobulin; B6H12 = monoklonaler Antikörper gegen CD47; 
RGD = zyklisches Arg-Gly-Asp-[D-Phe]-Val; CBD = Arg-Phe-Tyr-Val-Val-Met] 
 
 
Die Zugabe von B6H12 sowie der Peptide induziert unter statischen Kulturbedingungen bei 
HUVEC Apoptose auf ein Niveau im Bereich der turbulenten Strömungsbedingungen. Dieser 
Wert scheint ein Maximum zu bilden, da die Apoptose unter Turbulenz weder mit den 
Peptiden noch mit B6H12 noch einmal erhöht werden kann. Dahingegen können beide 
Induktoren unter laminaren Bedingungen keine Apoptose auslösen. Der Index liegt in allen 
drei Fällen im Bereich von 0,2%. 
 
Um zu testen, ob die Apoptoseinduktion durch B6H12 ein spezifisches Phänomen bei 
Endothelzellen ist, sollen in einer Doppelbestimmung unspezifisches Maus Immunglobulin 
und B6H12 mit einer Konzentration von 1 µg/ml 24 h auf konfluenten C32 Zellen unter 
statischen Bedingungen inkubiert und nach DAPI-Färbung die Apoptoserate bestimmt 
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werden. C32 ist eine humane Melanomzelllinie, die CD47 exprimiert. Die Ergebnisse sind in 
Tabelle 6.3-6 aufgeführt. 
 
 
Medienzusatz Apoptoserate + SEM [%] 
mIgG 3,2 ± 0,2 
B6H12 8,1 ± 0,3 
 
Tabelle 6.3-6: Apoptoseinduktion von B6H12 bei C32 Melanomzellen. 
Die Zellen werden nach Erreichen der Konfluenz 24 h mit den aufgelisteten Medien 
kultiviert und die Apoptoserate bestimmt. Angegeben ist der Mittelwert mit 
Standardfehler aus zwei unabhängigen Versuchen. [mIgG = unspezifisches Maus 
Immunglobulin; B6H12 = monoklonaler Antikörper gegen CD47] 
 
 
Genau wie bei Endothelzellen stellt CD47 bei C32 Zellen einen funktionellen Rezeptor für die 
Apoptoseinduktion dar. Dieser kann durch den Antikörper B6H12 stimuliert werden. Dadurch 
erhöht sich die Apoptoserate bei der Melanomzelllinie um das 2,5 fache. 
 
6.3.3 Untersuchung der Apoptoseinhibition der spezifischen Antikörper      
Bric 126 und MFL4 
 
Das in Tabelle 6.3-2 erzielten Ergebnis, das keine additive protektive Wirkung durch den 
gemeinsame Einsatz von Bric 126 und dem Antikörper gegen FasL MFL4 aufzeigt, könnte 
den Schluss zulassen, dass beide Inhibitoren in den gleichen Apoptosesignalweg eingreifen. 
Daher soll im folgenden Versuch untersucht werden, wie MFL4 auf die Apoptoseinduktion 
von Thrombospondin-1 und den Peptiden CBD und RGD einwirkt.  
HUVEC werden dazu zwei Tage nach Erreichen der Konfluenz mit den in Tabelle 6.3-7 
aufgeführten Testmedien in einer Vierfachbestimmung versetzt und 24 h kultiviert. Dabei 
beträgt die Endkonzentration der Antikörper 1 µg/ml, der Peptide 1 mM und von TSP1          
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Medienzusatz 
Apoptoserate + SEM [%] 
       frisch        konditioniert          TSP1                RGD           RGD + CBD 
 1,5 ± 0,2 2,7 ± 0,2 2,3 ± 0,5 1,5 ± 0,4 2,7 ± 0,2 
Bric 126 0,4 ± 0,1 0,5 ± 0,1 0,5 ± 0,2 0,5 ± 0,2 0,4 ± 0,1 
MFL4 0,4 ± 0,1 0,5 ± 0,1 0,5 ± 0,1 0,4 ±0,2 0,4 ± 0,1 
 
Tabelle 6.3-7: Auswirkung der monoklonalen Antikörper Bric 126 und MFL4 auf die 
Apoptoseinduktion durch Thrombospondin-1 und die Peptide RGD und CBD. 
Die Zellen werden zwei Tage nach Erreichen der Konfluenz 24 h mit den aufgelisteten 
Medien kultiviert und die Apoptoserate bestimmt. Angegeben ist der Mittelwert mit 
Standardfehler aus vier unabhängigen Versuchen. [Bric 126 = monoklonaler Antikörper 
gegen CD47; MFL4 = monoklonaler Antikörper gegen FasL; RGD = zyklisches Arg-
Gly-Asp-[D-Phe]-Val; CBD = Arg-Phe-Tyr-Val-Val-Met; TSP1 = Thrombospondin-1] 
 
 
Thrombospondin-1 und die Peptide RGD und CBD führen genauso wie das konditionierte 
Medium nahezu zu einer Verdopplung der Apoptoserate in HUVEC. Dahingegen wirkt RGD 
allein nicht auf den Apoptoseindex ein. In allen Fällen wirken sowohl Bric 126 als auch MFL4 
Apoptose senkend. Dies bedeutet, dass eine Inhibition des Fas Liganden und damit des 
Fas/FasL Apoptosesignalwegs die Auslösung der Apoptose durch Thrombospondin-1 
verhindert. Dies führt zusammen mit dem Ergebnis aus dem Vorversuch, dass durch        
Bric 126 und MFL4 keine kumulative Apoptoseinhibition stattfindet, zu dem Schluss, dass 
der Fas Signalweg durch die Aktivierung der autokrinen Schleife ausgelöst wird.  
 
Zum Abschluss dieser Versuchsreihe zur Untersuchung über den Einfluss spezifischer 
Antikörper auf die Apoptoserate von Endothelzellen ist in Tabelle 6.3-8 eine 
Zusammenfassung aller Ergebnisse aufgeführt. Dabei werden zur besseren Vergleichbarkeit 
alle erhaltenen Apoptoseindices über die Apoptoserate von HUVEC in frischem Medium 
ohne Medienzusatz normiert und in der Tabelle als Prozentwert angegeben. Hierbei werden 
alle unabhängigen Versuche zusammengefasst und das arithmetische Mittel mit den 
Standardfehlern aufgetragen. 
Die Tabelle zeigt noch einmal deutlich eine Senkung der Apoptoserate unter Einwirkung der 
Antikörper Bric 126, 2B7, MFL4 und des FasL Inhibitors auch unter Einfluss Apoptose 
induzierender Agenzien. Während die Antikörper 3G3 und das polyklonale Kaninchenserum 
gegen CD47 keine Auswirkung auf den Apoptoseindex haben, induziert B6H12 Apoptose auf 
das gleiche Niveau wie TSP1 und die Peptide RGD und CBD. Dass weder mit Antikörpern 
noch mit TSP1 oder den Peptiden der Apoptosebereich des konditionierten Medium erreicht 
wird, könnte an der komplexen Zusammensetzung des Mediums liegen. Unter Umständen 
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liefert in diesen Fall noch ein anderer bisher unbekannter induzierender Faktor einen Beitrag 





normierte Apoptoserate + SEM  
        frisch               konditioniert              TSP1                RGD + CBD 
 100% 237 ± 20% 155% 175 ± 5% 
mIgG 110 ± 14% 226 ± 19%   
Bric 126 53 ± 6% 68 ± 10% 33% 27% 
polyklonal 112 ± 9% 142 ± 18%   
B6H12 170 ± 17% 178 ± 30%  188% 
3G3 112 ± 14% 145 ± 19%   
2B7 56 ± 8% 62 ± 7%   
MFL4 42 ± 6% 63 ± 13% 33% 27% 
FasL Inhibitor 54 ± 4% 71%   
Bric 126 + MFL4 46 ± 9% 70 ± 8%   
Bric 126 + FasL 
Inhibitor 
43% 71%   
 
Tabelle 6.3-8: Normierung der Apoptoseraten aller unabhängigen Versuche. 
Die Apoptoseindices aller unabhängigen Versuche werden über den Apoptosewert von 
HUVEC in frischem Medium ohne Medienzusatz normiert und im arithmetischen Mittel 
mit Standardfehler zusammengefasst. [mIgG = unspezifisches Maus Immunglobulin; 
Bric 126, B6H12, 3G3, 2B7 = monoklonale Antikörper gegen CD47; polyklonal = 
polyklonales Kaninchenserum gegen CD47; MFL4 = monoklonaler Antikörper gegen 
FasL; FasL Inhibitor = spezifischer Inhibitor gegen FasL; RGD = zyklisches Arg-Gly-
Asp-[D-Phe]-Val; CBD = Arg-Phe-Tyr-Val-Val-Met; TSP1 = Thrombospondin-1] 
 
 
6.4 Scherstressabhängige Proteinregulation des APO/Fas 
Rezeptor Liganden Systems 
 
Da in Kapitel 6.3 die Beteiligung des Fas/FasL Signalwegs an der Auslösung von Apoptose 
bei Endothelzellen nachgewiesen worden ist, stellt sich nun die Frage, ob dieser Signalweg 
scherstressabhängig reguliert ist und somit zur protektiven Wirkung der laminaren 
Kulturbedingungen beiträgt. Als mögliche Kandidaten für eine Regulation gelten der Fas 
Rezeptor CD95 und der Fas Ligand FasL, da diese beiden Proteine membranständig und 
somit dem Scherstess an der apikalen Membran direkt ausgesetzt sind.  
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6.4.1 Untersuchung der scherstressabhängigen Proteinregulation des Fas 
Rezeptors CD95 durch Western Blot Analyse 
 
CD95 ist ein etwa 45 kDa großes membranständiges Glycoprotein, das durch die Bindung 
des Fas Liganden trimerisiert wird und somit die Signalkaskade der Apoptose auslöst.  
Zum Nachweis des Proteins werden HUVEC in 94 mm Kulturschalen kultiviert und zwei 
Tage nach Erreichen der Konfluenz parallel 24 h laminar bei 10 dyn/cm2 und turbulent bei ca. 
1 dyn/cm2 geströmt. Eine Kulturschale HUVEC dient als statische Kontrolle. Nach 
Überprüfung der Morphologie werden die Zellen nach Kapitel 5.12.2 lysiert und der 
Proteingehalt der Zelllysate bestimmt. Auf ein 9% (w/v) SDS-Polyacrylamidgel wird nach 
Kapitel 5.12.3 unter reduzierenden Bedingungen jeweils 20 µg Gesamtproteinmenge pro 
Zelllysat aufgetragen und elektrophoretisch getrennt. Nach Elektrotransfer auf eine PVDF-
Membran erfolgt die Markierung von CD95 mit den monoklonalen Antikörpern DX2 bzw. 
APO1-SN (vgl. Kapitel 5.11.3) und die Chemilumineszenz-Detektion (vgl. Kapitel 5.11.4). Die 
erhaltene Immunfärbung von CD95 ist in Abbildung 6.4-1 dargestellt. Auf der linken Seite ist 
dabei der Western Blot mit DX2 auf der reichten Seite mit APO-1 SN zu sehen. In beiden 
Blots ist in Spur 1 das Zelllysat aus turbulent geströmten HUVEC, in Spur 2 das des statisch 
kultivierten und in Spur 3 das des laminar geströmten Ansatzes aufgetragen.  
 
 
                   
 
Abbildung 6.4-1: Untersuchung der scherstressabhängigen Expression von CD95 in HUVEC durch 
Western Blot Analyse. 
links: Immunfärbung mit DX2; rechts: Immunfärbung mit APO-1 SN 
Der aufgetragene Gesamtproteingehalt beträgt 20 µg je Spur in einem 9% (w/v) SDS-
Polyacrylamidgel. In den einzelnen Spuren sind unter reduzierenden Bedingungen 
folgende Gesamtzelllysate aufgetragen: Spur 1: turbulente Kultivierung; Spur 2: 
statische Kultivierung; Spur 3: laminare Kultivierung; Pfeile = 45 kDa Bande von CD95 
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Sowohl in der Immunfärbung mit DX2 als auch mit APO-1 SN lässt sich bei 45 kDa unter 
laminarer, statischer und turbulenter Kulturbedingung eine in etwa gleich starke Bande 
erkennen. Dies deutet darauf hin, dass CD95 nicht strömungsabhängig reguliert ist.  
 
6.4.2 Untersuchung der scherstressabhängigen Proteinregulation des Fas 
Liganden FasL durch Western Blot Analyse 
 
FasL ist ein Glycoprotein, das als Trimer an den Fas Rezeptor CD95 bindet, diesen 
timerisiert und zur Anlagerung der sogenannten Todesdomäne aktiviert. Neben dem 
membranständigen mFasL mit einer Größe von ca. 40 kDa ist des Weiteren eine lösliche 
extrazelluläre Form des Fas Liganden, sFasL, mit einer Größe von etwa 30 kDa bekannt. 
Diese entsteht durch posttranslationale Spaltung des membranständigen Fas Liganden 
durch Metalloproteinase 7 an der Zelloberfläche. 
Um dieser Erkenntnis Rechnung zu tragen, werden zur Untersuchung der 
scherstressabhängigen Regulation von FasL nicht nur HUVEC Zelllysate sondern auch 
Kulturüberstände nach vorheriger Konzentration durch Immunadsorption einer Western Blot 
Analyse auf FasL unterzogen.  
Dazu werden HUVEC in 94 mm Kulturschalen kultiviert und zwei Tage nach Erreichen der 
Konfluenz parallel 24 h laminar bei 10 dyn/cm2 und turbulent bei ca. 1 dyn/cm2 geströmt. 
Eine Kulturschale HUVEC dient als statische Kontrolle. Die gewählten 
Strömungsbedingungen werden durch Überprüfung der zellulären Morphologie validiert. 
Nach Abnahme der Kulturüberstände werden die Zellen nach Kapitel 5.12.2 lysiert und der 
Proteingehalt der Zelllysate bestimmt. Die Kulturüberstände werden nach Kapitel 5.11.2 mit 
dem spezifischen anti-FasL Antikörper G247-4 inkubiert und dieser an Protein A-Sepharose 
gebunden und abgetrennt. Nach Lösen von dem Trägermaterial wird die Gesamtmenge der 
Präzipitate zusammen mit 20 µg Gesamtproteingehalt der zugehörigen Zelllysate auf ein 9% 
SDS-Polyacrylamid Gel nach Kapitel 5.12.3 unter nicht reduzierenden Bedingungen 
aufgetragen und elektrophoretisch getrennt. Nach Elektrotransfer auf eine PVDF-Membran 
erfolgt die Markierung von FasL mit dem monoklonalen Antikörpern G247-4 (vgl. Kapitel 
5.11.3) und die Chemilumineszenz-Detektion (vgl. Kapitel 5.11.4). Die erhaltene 
Immunfärbung von FasL ist in Abbildung 6.4-2 dargestellt. Aufgetragen sind dabei auf der 
linken Seite die Präzipitate aus laminaren, statischen und turbulenten HUVEC 
Kulturüberständen und auf der rechten Seite die dazu gehörigen Zelllysate aus laminar, 
statisch und turbulent kultivierten HUVEC. 
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Abbildung 6.4-2: Untersuchung der scherstressabhängigen Expression von FasL in HUVEC durch 
Western Blot Analyse mit dem Antikörper G247-4. 
Neben der Gesamtmenge an Immunpräzipitat beträgt der aufgetragene 
Gesamtproteingehalt der Zelllysate 20 µg je Spur in einem 9% (w/v) SDS-
Polyacrylamidgel. In den einzelnen Spuren sind unter nicht reduzierenden 
Bedingungen folgende Proben aufgetragen: Spur 1: Immunpräzipitat der laminaren 
Kultivierung; Spur 2: Immunpräzipitat der statischen Kultivierung; Spur 3: 
Immunpräzipitat der turbulenten Kultivierung; Spur 4: frei; Spur 5: Zelllysat der 
laminaren Kultivierung; Spur 6: Zelllysat der statischen Kultivierung; Spur 7: Zelllysat 
der turbulenten Kultivierung 
 
 
Die Western Blot Analyse mit dem spezifischen Antikörper G247-4 weist eine deutliche 
Abhängigkeit der FasL-Expression vom Strömungszustand auf. Unter statischer Kultivierung 
lassen sich im Zelllysat zwei diskrete Banden bei ca. 40 kD und 30 kD erkennen, die dem 
membranständigen FasL (mFasL) und dem löslichen extrazellulären FasL (sFasL) 
zuzuordnen sind. Unter turbulenten Strömungsbedingungen sind diese beiden Banden im 
Zelllysat noch stärker ausgeprägt. Auch in den Kulturüberstanden statisch und turbulent 
kultivierter HUVEC lässt sich sFasL über die 30 kD-Bande im Western Blot nachweisen. 
Unter laminaren Strömungsbedingungen ist FasL dagegen bei HUVEC weder im Zelllysat 
noch im Kulturüberstand nachweisen. 
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6.5 Zusammenhang der autokrinen Schleife und des APO/Fas 
Signalwegs bei der Apoptoseregulation von Endothelzellen 
 
Die Inhibition der durch TSP1 und die Peptide RGD und CBD induzierten Apoptose mit Hilfe 
des anti-FasL Antikörpers MFL4 deutet auf einen Zusammenhang zwischen autokriner 
Schleife und dem APO/Fas Signalweg hin. Im Folgenden soll hierzu untersucht werden, 
welchen Einfluss die Blockierung von CD47 durch den Antikörper Bric 126 auf die 
Expression von CD95 bzw. FasL nach Fortfall einer laminaren Strömung hat.  
 
6.5.1 Auswirkung der Blockade des Integrin assoziierten Proteins CD47 auf 
die Expression des Fas Rezeptors CD95 
 
Für diesen Versuch werden HUVEC in zwei 94 mm Kulturschalen kultiviert und zwei Tage 
nach Erreichen der Konfluenz parallel 24 h laminar in zwei Plattenkegelapparaturen bei      
10 dyn/cm2 geströmt. Direkt nach Ausbau aus den Apparaturen und Begutachtung der 
Zellmorphologie werden mit einem Medienwechsel zu einer Schale der spezifische anti-
CD47 Antikörper Bric 126 in einer Endkonzentration von 1 µg/ml und zu der anderen Schale 
unspezifisches Maus Immunglobulin in gleicher Konzentration zugegeben. Nach weiteren   
24 h statischer Kultivierung werden die Zellen nach Kapitel 5.12.2 lysiert und der 
Proteingehalt der Zelllysate bestimmt. Auf ein 9% (w/v) SDS-Polyacrylamidgel wird nach 
Kapitel 5.12.3 unter reduzierenden Bedingungen jeweils 20 µg Gesamtproteinmenge pro 
Zelllysat aufgetragen und elektrophoretisch getrennt. Nach Elektrotransfer auf eine PVDF-
Membran erfolgt die Markierung von CD95 mit dem monoklonalen Antikörper DX2 (siehe 
Kapitel 5.11.3) und die Chemilumineszenz-Detektion (siehe Kapitel 5.11.4). Die erhaltene 
Immunfärbung von CD95 ist in Abbildung 6.5-1 dargestellt. In Spur 1 ist das Zelllysat nach 
Inkubation von Bric 126 und in Spur 2 das Zelllysat nach Inkubation des unspezifischen 
murinen Immunglobulin aufgetragen. 
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Abbildung 6.5-1: Untersuchung der Expression von CD95 nach Blockade von CD47 in HUVEC durch 
Western Blot Analyse mit dem Antikörper DX2. 
Der aufgetragene Gesamtproteingehalt beträgt 20 µg je Spur in einem 9% (w/v) SDS-
Polyacrylamidgel. In den einzelnen Spuren sind unter reduzierenden Bedingungen 
folgende Gesamtzelllysate aufgetragen: Spur 1: 24 h statische Inkubation mit Bric 126 
nach laminarer Kultivierung; Spur 2: 24 h statische Inkubation mit mIgG nach laminarer 




Nach 24 h statischer Inkubation ist im Western Blot der HUVEC Zelllysate eine gleich starke 
Bande im Bereich von 45 kDa zu erkennen unabhängig davon, ob die CD47 vermittelte 
Apoptose durch den blockierenden Antikörper Bric 126 inhibiert oder bloß unspezifisches 
Maus Immunglobulin auf den Zellen inkubiert wurde. Damit kann ein funktioneller 
Zusammenhang zwischen der der Aktivierung des CD47/αVβ3 Rezeptors und der Expression 
von CD95 ausgeschlossen werden. 
 
6.5.2 Auswirkung der Blockade des Integrin assoziierten Proteins CD47 auf 
die Expression des Fas Liganden FasL 
 
Zur Untersuchung der Auswirkung der Blockade von CD47 auf die Expression von FasL 
werden HUVEC in zwei 94 mm Kulturschalen kultiviert und zwei Tage nach Erreichen der 
Konfluenz parallel 24 h laminar in zwei Plattenkegelapparaturen bei 10 dyn/cm2 geströmt. 
Direkt nach Ausbau aus den Apparaturen und Begutachtung der Zellmorphologie werden mit 
einem Medienwechsel zu einer Schale der spezifische anti-CD47 Antikörper Bric 126 in einer 
Endkonzentration von 1 µg/ml und zu der anderen Schale unspezifisches Maus 
Immunglobulin in gleicher Konzentration zugegeben. Nach weiteren 24 h statischer 
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Kultivierung werden die Zellen nach Kapitel 5.12.2 lysiert und der Proteingehalt der Zelllysate 
bestimmt. Die Kulturüberstände werden nach Kapitel 5.11.2 mit dem spezifischen anti-FasL 
Antikörper G247-4 inkubiert und dieser an Protein A-Sepharose gebunden und abgetrennt. 
Nach Lösen von dem Trägermaterial wird die Gesamtmenge der Präzipitate zusammen mit 
20 µg Gesamtproteingehalt der zugehörigen Zelllysate auf ein 9% SDS-Polyacrylamid Gel 
nach Kapitel 5.12.3 unter nicht reduzierenden Bedingungen aufgetragen und 
elektrophoretisch getrennt. Nach Elektrotransfer auf eine PVDF-Membran erfolgt die 
Markierung von FasL mit dem monoklonalen Antikörper G247-4 (siehe Kapitel 5.11.3) und 
die Chemilumineszenz-Detektion (siehe Kapitel 5.11.4). Die erhaltene Immunfärbung von 





Abbildung 6.5-2: Untersuchung der Expression von FasL nach Blockade von CD47 in HUVEC durch 
Western Blot Analyse mit dem Antikörper G247-4. 
Neben der Gesamtmenge an Immunpräzipitat beträgt der aufgetragene 
Gesamtproteingehalt der Zelllysate 20 µg je Spur in einem 9% (w/v) SDS-
Polyacrylamidgel. In den einzelnen Spuren sind unter nicht reduzierenden 
Bedingungen folgende Proben aufgetragen: Spur 1: Immunpräzipitat der 24 h 
statischen Inkubation mit Bric 126 nach laminarer Vorkultivierung; Spur 2: 
Immunpräzipitat der 24 h statischen Inkubation mit mIgG nach laminarer 
Vorkultivierung; Spur 3: frei; Spur 4: Zelllysat der 24 h statischen Inkubation mit Bric 
126 nach laminarer Vorkultivierung; Spur 5: Zelllysat der 24 h statischen Inkubation mit 
mIgG nach laminarer Vorkultivierung [Bric 126 = monoklonaler Antikörper gegen 
CD47; mIgG = unspezifisches Maus Immunglobulin] 
 
 
Die Auswertung des Western Blots weist auf eine eindeutige Hemmung der Expression von 
FasL durch die Blockade der autokrinen Schleife mit Bric 126 hin. Sowohl in den 
Kulturüberständen als auch in den Zelllysaten ist die 30 kDa-Bande des sFasL schwächer 
als die korrespondierenden Banden in der mit Maus Immunglobulin behandelten HUVEC 
Kultur. Ebenso ist in diesem Zelllysat eine schwache 40 kDa Bande des mFasL zu erkennen, 
die durch Bric 126 vollständig unterdrückt wird (ohne Abbildung).  




7.1 strömungsbedingte Regulation von Integrin assoziiertem 
Protein CD47 
 
Im Rahmen dieser Arbeit wird die scherstressabhängige Regulation von CD47 in humanen 
vaskulären Endothelzellen untersucht. Hierzu werden HUVEC über 24 h laminar und 
turbulent in einer Plattenkegelapparatur geströmt sowie in einer Vergleichskultur über den 
gleichen Zeitraum statisch kultiviert. Im Anschluss daran werden die Zellen sowohl auf RNS-
Ebene als auch auf Proteinebene auf die Expressionsrate von CD47 hin untersucht. Auf 
Transkriptionsebene kann weder über quantitative PCR noch über Northern Blot eine durch 
Scherkraft bedingte Expressionsregulation der CD47-mRNS beobachtet werden. Unter 
laminaren, statischen und turbulenten Kulturbedingungen ist jeweils die gleiche Menge an 
CD47-mRNS nachzuweisen. Ein ähnliches Bild liefert die Untersuchung der 
Translationsregulation. Über Western Blot kann keine strömungsbedingte Änderung der 
Proteinmenge, die aus CD47-mRNS translatiert wird, festgestellt werden. Damit kann eine 
scherstressabhängige Genexpression von CD47 in HUVEC ausgeschlossen werden. 
Allerdings konnte in vorangegangenen Untersuchungen in indirekten 
Immunfluoreszenzfärbungen mit dem spezifischen monoklonalen Antikörper Bric 126 im 
Gegensatz zu statisch und turbulent kultivierten HUVEC auf laminar geströmten 
Endothelzellen keine spezifische Färbung von CD47 erzielt werden. Dieses Ergebnis wird in 
einer Wiederholung des Versuchs bestätigt. Immunfluoreszenzfärbungen mit anderen 
monoklonalen Antikörpern gegen Integrin assoziiertes Protein wie B6H12 und 3G3 weisen 
jedoch unter allen Strömungsbedingungen eine gleich starke spezifische Färbung mit 
gleichem Färbemuster auf. Damit kann auch eine strömungsabhängige Transportkontrolle 
von CD47, die möglicherweise eine Lagerung des prozessierten Proteins in Speichervesikeln 
unter laminarem Scherstress mit sich gebracht hätte, ausgeschlossen werden.  
Diese Ergebnisse lassen darauf schließen, dass CD47 scherstressunabhängig exprimiert 
und in die Zellmembran transportiert wird. Dort allerdings können nur einige Epitope des 
Proteins unabhängig der Strömungsbedingungen durch Fluoreszenzmarkierung angefärbt 
werden. Das Bindeepitop für den spezifischen Antikörper Bric 126 ist dagegen unter 
laminarer Scherkraft nicht zugänglich. Dies deutet darauf hin, dass CD47 unter laminaren 
Bedingungen eine Konformationsänderung eingeht, die zwar die Binderegion des 
Antikörpers Bric 126 aber nicht die der Antikörper B6H12 und 3G3 verändert. Eine solche 
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Konformationsänderung ist bereits für Sichelzellen-Erythrocyten beschrieben. Diese weisen 
im Gegensatz zu nicht pathogenen roten Blutkörpern eine veränderte CD47-Konformation 
auf, die mit einer erhöhten Adhäsionsfähigkeit der Zellen an das Endothel verbunden ist 
[Brittain et al., 2001].  
 
Der Versuch, CD47 in der Zelle über das Fusionsprotein IAP/EGFP-N1 zu lokalisieren, liefert 
kein aussagekräftiges Ergebnis. Die wenigen unter dem Fluoreszenzmikroskop grün 
leuchtenden Zellen ließen sich in der Anordnung des Fluoreszenzsignals in der Zelle nicht 
von den EGFP-Kontrollen unterscheiden. Ein Grund für die schlechte Lokalisation des 
Fusionsproteins mag im ungenügenden Auflösungsvermögen des zur Verfügung stehenden 
Fluoreszenzmikroskops liegen. Unter Umständen ließen sich mit einem konfokalen 
Lasermikroskop und einer scheibenweisen Durchmusterung der transfizierten Zellen bessere 
Erkenntnisse über den Verbleib von IAP/EGFP-N1 in der Zelle erzielen. Für eine genauere 
Untersuchung muss des weiteren die Transfektionseffizienz des Fusionsproteins durch 
Verwendung eines für HUVEC besser geeigneten Transfektionsreagenzes oder die Auswahl 
leichter transfizierbarer Zellen erhöht werden. Die Auswahl möglicher Testsysteme ist jedoch 
gering, da die Zellen, wie erwähnt, sowohl gut transfizierbar sein müssen als auch die 
richtige Faltung und der Transport von IAP/EGFP-N1 in die Zellmembran gewährleistet sein 
muss. 
 
Der Einsatz verschiedener CD47-Antikörper in Apoptoseassays weist wiederum ein 
heterogenes Bild auf. Während einige Antikörper wie 3G3 oder das polyklonale 
Kaninchenserum gegen CD47 keine Auswirkung auf die Apoptoserate von HUVEC haben, 
zeigen Bric 126 und 2B7 eine signifikant antagonistische Wirkung auch nach Zusatz von 
Induktoren wie Thrombospondin-1 oder der von Thrombospondin-1 abgeleiteten Peptide 
CBD und RGD. Dazu gibt es zwei mögliche Erklärungen. Die Antikörper binden an das 
Integrin assoziierte Protein und modulieren die Apoptose induzierende Binderegion von 
CD47 so, dass das von der Zellbindedomäne des TSP1 abgeleitete CBD-Peptid entweder 
nicht binden kann oder so, dass die Bindung des CBD-Peptids zu keiner Signalweiterleitung 
führt. Somit kann keine Apoptose über den Rezeptorkomplex aus CD47 und dem Integrin 
αVβ3 ausgelöst werden. Der Antikörper B6H12 dagegen erhöht Apoptose auf demselben 
Niveau wie die genannten Induktoren. Ein gemeinsamer Zusatz der Agenzien führt dagegen 
zu keiner additiven agonistischen Wirkung, was darauf schließen lässt, dass B6H12 an den 
Bereich von CD47 direkt angreift, an den die C-terminalen Bindedomäne des 
Thrombospondin-1 bindet. Alternativ käme auch eine aktivierende Modulation der 
Binderegion durch den Antikörper in Betracht, die die Apoptoseinduktion über den 
multimolekularen Rezeptorkomplex erleichtert. Die Erhöhung der Apoptoserate durch B6H12 
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bei humanen C32 Melanomzellen zeigt, dass die Beteiligung von CD47 an der Apoptose-
Auslösung nicht auf Endothelzellen beschränkt ist. Dies wird durch ein persönliches 
Gespräch mit Prof. Frazier 2003 gestützt. Seine Arbeitsgruppe konnte mit einem weiteren 
monoklonalen Antikörper gegen CD47, 1F7, die Apoptoserate von Jurkatzellen auf 20% 
erhöhen.  
 
Die Bindung der Zellbindedomäne CBD von Thrombospondin-1 an CD47 scheint ebenfalls 
von dessen Konformationsänderung unter laminarem Scherstress betroffen. Während unter 
statischen Kulturbedingungen das CBD-Peptid zusammen mit dem RGD-Peptid, das an 
Integrin αVβ3 bindet, auf HUVEC Apoptose auslöst, wird unter laminaren 
Strömungsbedingungen die Apoptoseinduktion durch die beiden Peptide unterdrückt. Auch 
der Antikörper B6H12, der unter statischen Kulturbedingungen als Agonist wirkt, kann unter 
laminarem Scherstress die Apoptoserate nicht erhöhen. Dies ist jedoch verwunderlich, da 
Immunfluoreszenzfärbungen laminar geströmter Kulturen zeigen, dass B6H12 auch unter 
diesen Bedingungen an CD47 bindet. Diese Bindung löst jedoch keine Apoptose aus, was 
darauf zurückzuführen sein könnte, dass CD47 entweder nicht mit dem Integrin αVβ3 
assoziiert ist oder der Rezeptorkomplex in einer nicht aktivierbaren Form vorliegt. Letzteres 
könnte entweder direkt auf der Proteinstruktur oder auf der Mikroumgebung des Proteins 
beruhen. Hierbei könnte die Cholesterinabhängigkeit der Komplexaggregation von CD47 mit 
Integrin αVβ3 und heterotrimeren G-Proteinen eine Rolle spielen. Diese lässt auf eine 
Lokalisation des Komplexes in sogenannten „lipid rafts“ schließen. Rafts sind 
Glycosphingolipid- und Cholesterin-reiche Membranmikrodomänen, die durch die 
Rekrutierung von (GPI)-verankerten und palmitylierten Membranproteinen, sowie acylierten 
intrazellulären Signalmolekülen die Ausbildung von multimolekularen membranständigen 
Proteinkomplexen zur Reizübertragung von Rezeptorsignalwegen in die Zelle fördern. 
Unter statischen und turbulenten Kulturbedingungen in HUVEC wäre der Rezeptorkomplex 
aus CD47 und Integrin αVβ3 in lipid rafts assoziiert und würde durch die Bindung von 
Thrombospondin-1 zur Auslösung von Apoptose aktiviert. Unter laminarem Scherstress 
könnte die Assoziation des Rezeptorkomplexes aufgelöst werden, entweder durch eine 
Konformationsänderung des CD47 innerhalb der lipid rafts oder durch Herauslösen eines 
oder beider Komponenten aus der Mikrodomäne. Bei letzterer Möglichkeit würde dann der 
Verlust der Cholesterin-reichen geordneten Membranstruktur zu der Konformationsänderung 
von CD47 führen. Ein solches Modell wird von Green et al. beschrieben. In humanen C32 
und OV10 Melanomzellen konnte der funktionsfähige supramolekulare Rezeptorkomplex aus 
CD47, αVβ3 und heterotrimerem G-Protein nur in Cholesterin-reichen Mikrodomänen 
nachgewiesen werden. Ein Entzug von Cholesterin durch Zugabe von Methyl-β-Cyclodextrin 
führte zu einem Verlust der Signalweiterleitung und einer Verlagerung vor allem des Integrins 
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und G-Proteins aus den raft-Domänen in die ungeordneten Membranregionen. Bei CD47 
führte der Entzug von Cholesterin zu einer reversiblen Konformationsänderung [Green et al., 
1999]. Zur Aufrechterhaltung der aktiven Konformation ist neben der IgV-Domäne auch die 
membrandurchspannende Domäne des Proteins notwendig. Daher könnte die 
Konformationsänderung mit dem Lösen der Disulfidbrücke zwischen Cys33 in der IgV-
Domäne und Cys263 in der zweiten extrazellulären Schleife der Transmembranbereichs 
einhergehen, die sowohl für die Komplexbildung mit anderen Proteinen, als auch für die 
Signalweitergabe wichtig ist [Rebres et al., 2001].  
 
Bei Endothelzellen könnte eine solche Änderung der Mikroumgebung über einen 
Mechanosensor reguliert werden. Ein derartiger Sensor reagiert nicht nur auf laminaren 
Scherstress apoptosehemmend sondern auch auf andere Formen gerichteter Kräfte wie 
permanente und pulsierende mechanische Spannung sowie permanente Krümmung durch 
Kultivierung auf gekrümmten Kulturoberflächen. Bei der Signalübertragung spielt der 
Zellcortex der Actinfilamente des Cytoskeletts eine entscheidende Rolle [Apenberg, 2004].  
 
Evidenzen für ein solches Modell könnte die Isolierung des Rezeptorkomplexes aus 
Cholesterin-reichen Mikrodomänen unter verschiedenen Strömungsbedingungen liefern. 
Eine weitere elegante Methode, um die Ausbildung des Rezeptorkomplexes bei Fehlen 
gerichteter Kräfte zu untersuchen, ist der Fluoreszenz Resonanz Energietransfer FRET. 
Hierzu könnte das Fusionsprotein IAP/EGFP-N1 herangezogen werden. Durch Kopplung 
eines geeigneten Fluoreszenzfarbstoffes an αVβ3 könnte nach Anregung des EGFP die 
Fluoreszenzübertragung auf das Integrin innerhalb des Förster-Radius im assoziiertem 
Komplex gemessen werden. Zudem müsste die Auswirkung des Entzugs von Cholesterin 
auf die Apoptoserate von HUVEC sowie die Beteiligung der heterotrimeren G-Proteine an 
der Signalweiterleitung untersucht werden.  
 
 
7.2 Beteiligung des APO/Fas Signalwegs an der 
mechanosensitiven Apoptose von vaskulären Endothelzellen 
 
Im Zuge der Apoptoseassays kann neben der Rolle von CD47 bei der mechanosensitiven 
Auslösung von Apoptose auch die Beteiligung des APO/Fas Signalwegs an diesem Prozess 
geklärt werden. Sowohl der spezifische Antikörper MFL4 gegen Fas Ligand als auch ein 
peptidischer Fas Ligand Inhibitor zeigen im gleichen Maße wie die CD47-Antikörper Bric 126 
und 2B7 protektive Wirkung auf HUVEC. Eine kumulative Wirkung der CD47- und FasL-
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Hemmer ist dabei nicht festzustellen. Daher ist davon auszugehen, dass bei der 
mechanosensitiven Apoptoseinduktion die Bindung von TSP1 an den Rezeptorkomplex aus 
CD47/αVβ3 und das APO-1/Fas Rezeptor Liganden System Bestandteile des gleichen 
Signalweg sind. Dabei dient die Bindung von Thrombospndin-1 an seinen multimolekularen 
Rezeptor der strömungsabhängigen Reizeinleitung, die an den APO/Fas Signalweg 
weitergeleitet wird. Dieses Konzept wird dadurch unterstützt, dass zwar der Fas Rezeptor 
CD95 unter allen Strömungsbedingungen konstitutiv exprimiert wird, was im Western Blot mit 
zwei verschiedenen spezifischen Antikörpern nachgewiesen werden kann. Allerdings konnte 
in früheren Arbeiten über mit Streptavidin und Biotinylthyramid verstärkte 
Immunfluoreszenzfärbungen (Kapitel 5.11.1.3) unter laminarem Scherstress im Gegensatz 
zu statischen und turbulenten Kulturbedingungen kein Fas Rezeptor mit dem Antikörper 
APO-1 SN nachgewiesen werden [Freyberg, 1999; Kaiser, 2000]. Eine Wiederholung dieses 
Versuches war in dieser Arbeit aus technischen Gründen nicht möglich. Da jedoch Dr. 
Rüdiger Graf in seinen Arbeiten indirekte Immunfluoreszenzfärbungen auf CD95 über den 
Antikörper APO-1 SN auch ohne Verstärkungsreaktion über Streptavidin durchgeführt hat 
[Graf, 2001], können diese Erkenntnisse mit den Ergebnissen des Western Blots verglichen 
werden. So konnte er mit APO-1 SN unter laminaren Strömungsbedingungen von 1 dyn/cm2 
über 24 h fluoreszenzmikroskopisch kein Fas Rezeptor nachgeweisen. Dagegen zeigte sich 
bei ihm unter statischen und turbulenten Kulturbedingungen bei etwa 1 dyn/cm2 über 24 h 
eine spezifische Färbung. Da jedoch in den Western Blot Analysen der vorliegenden Arbeit 
eine spezifische Bande bei 45 kDa unter allen drei Kulturbedingungen zu erkennen ist, 
könnte es sein, dass der Antikörper APO-1 SN den membranständigen Rezeptor in situ nur 
als Trimer erkennt und das Monomer nicht bindet. Welche Form des Fas Rezeptors der 
Antikörper APO-1 SN dann in vitro im Western Blot erkennt, bedarf weiterer Klärung. 
Die Expression des Fas Liganden FasL ist hingegen scherstressabhängig reguliert. Sowohl 
nach statischer als auch verstärkt nach turbulenter Kultivierung zeigen sich im Western Blot 
der Zelllysate und der dazugehörenden Kulturüberstände die Banden des 
membranständigen FasL, mFasL, und der löslichen extrazellulären FasL-Domäne, sFasL. 
Unter laminarem Scherstress kann weder in den Zelllysaten noch in den Kulturüberständen 
mFasL oder sFasL nachgewiesen werden.  
Die Expression des Fas Liganden lässt sich durch die Blockade des Rezeptorkomplexes aus 
CD47 und αVβ3 mit Hilfe des antagonistischen Antikörpers Bric 126 unterbinden. Daher ist 
davon auszugehen, dass ein funktioneller Zusammenhang zwischen Ausbildung der 
autokrinen Schleife und der Expression des Fas Liganden besteht.  
 
Diese Ergebnisse stimmen mit früheren Studien überein, in denen eine Beteiligung des 
APO/Fas Signalwegs an der mechanosensitiven Apoptose von HUVEC nachgewiesen 
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werden konnte. Zudem wurde in Cokulturen von HUVEC auf Glatten Gefäßmuskelzellen 
(VSMC) eine parakrine Apoptoseinduktion in VSMC über den Fas Apoptosesignalweg 
festgestellt [Apenberg, 2004].  
 
Ob die Apoptose durch den membranständigen mFasL oder den löslichen sFasL eingeleitet 
wird, ist aus diesen Ergebnissen nicht vollständig ersichtlich. Da in der genannten Arbeit 
jedoch die Apoptose auf HUVEC durch Zugabe der löslichen extrazellulären Domäne des 
Fas Liganden ausgelöst werden konnte, ist eine Induktion durch sFasL möglich [Apenberg, 
2004]. Auch erscheint eine Beteiligung des membranständigen Liganden kaum 
wahrscheinlich, da in einem adhärenten Zellverband in diesem Fall immer nur bei 
Nachbarzellen der Zelltod eingeleitet werden kann. Um welchen der beiden möglichen 
Signalwege I oder II es sich hier tatsächlich handelt, ließe sich durch eine Inhibition der 
beteiligten Caspasen nachweisen.  
 
In mikrovaskulären Endothelzellen konnte bereits ebenfalls eine Apoptoseinduktion durch 
Thrombospondin-1 nachgewiesen werden, die eine Beteiligung des APO/Fas-Signalweges 
nach sich zieht. Dabei dient als Rezeptor für TSP1 nicht der Rezeptorkomplex aus CD47 und 
αVβ3, sondern der TSP1-Rezeptor CD36 [Armstrong & Bornstein, 2003]. Dieser wird auf 
makrovaskulären Endothelzellen wie HUVEC nicht exprimiert.  
 
7.3 Konzept der mechanosensitiven Apoptoseinduktion bei 
humanen vaskulären Endothelzellen 
 
Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen sich in einem Konzept zur mechanosensitiven 
Apoptoseinduktion makrovaskulärer humaner Endothelzellen zusammenfassen.  
Unter gerichteter Spannung wie laminarem Scherstress oder pulsierender Spannung, die 
unter physiologischen Bedingungen in Arterien und Venen vorkommen, ist eine basale 
Apoptoserate des vaskulären Endothels von 0,2% bis 1% zu beobachten. Das Integrin αVβ3 
bildet mit CD47 keinen funktionalen Rezeptor für Thrombospondin-1, das unter diesen 
Bedingungen auch nur in geringem Maße aus den Endothelzellen ausgeschleust wird. CD47 
liegt in einer Konformation vor, die entweder keine Assoziation mit αVβ3 zulässt (Abbildung 
7.3-1 [1]), so dass beide Rezeptorkomponenten räumlich getrennt in der Zellmembran 
exponiert sind, oder eine Stimulierung des assoziierten Rezeptorkomplexes durch TSP1 
nicht zulässt (Abbildung 7.3-1 [2]). Durch die fehlende Reizeinleitung unterbleibt eine 
Induktion der Expression des Fas Liganden und somit eine Auslösung der Apoptose über 
den APO/Fas Signalweg.  
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Unter nicht physiologischen Bedingungen, die beispielsweise durch die Ausbildung 
turbulenter Strömung an Gefäßgabelungen oder im Strömungsschatten von 
arteriosklerotischen Plaques und fehlender pulsierender Spannung durch verhärtete 
Gefäßwände entstehen können, unterliegt dagegen das Endothel gesteigerter Apoptose. 
CD47 und αVβ3 werden über einen im Actincortex befindlichen Mechanosensor in einen 
aktivierten Rezeptorkomplex umgeformt, der möglicherweise in Cholesterin-reichen 
Membranmikrodomänen angesiedelt ist und mit einer Konformationsänderung des Integrin 
assoziierten Proteins CD47 einhergeht. An diesen multimolekularen Rezeptor, an dessen 
Ausbildung auch heterotrimere G-Proteine beteiligt sein können, kann das unter turbulenten 
Bedingungen vermehrt aus Endothelzellen ausgeschüttete Thrombospondin-1 binden und 
die Expression von Fas Ligand einleiten (Abbildung 7.3-1 [3] und [4]). Dieser wird an der 
Zelloberfläche als membranständiges Glycoprotein exponiert (Abbildung 7.3-1 [5]). Eine 
posttranslationale Hydrolyse durch die Matrixmetalloproteinase 7 führt zur Freisetzung von 
sFasL in das Gefäßlumen. Ein sFasL-Trimer ist nun in der Lage parakrin oder autokrin an 
den in vaskulären Endothelzellen konstitutiv exprimierten Fas Rezeptor zu binden und 
diesen durch Trimerisierung zu aktivieren (Abbildung 7.3-1 [6]). Die Ausbildung des 
Signalkomplexes DISC durch Rekrutierung von FADD und Procaspase 8 leitet durch 
hydrolytische Aktivierung der Caspase 8 das Todesprogramm der Endothelzelle ein 
(Abbildung 7.3-1 [7]).  
 
 


























Apoptose durch Wegfall der
gerichteten Strömung
 
Abbildung 7.3-1: Mechanismus der mechanosensitiven Apoptose vaskulärer Endothelzellen 
Unter Einfluss gerichteter Kräfte liegen CD47 und αVβ3 entweder getrennt (1) oder 
assoziiert / inaktiv (2) vor. Nach Wegfall der gerichteten Strömung wird nach 
Ausbildung des aktivierten Rezeptorkomplexes in lipid rafts und Bindung von TSP1 der 
Signalweg (3) zur Induktion der FasL Transkription (4) und Proteinbiosynthese (5) 
ausgelöst. Durch proteolytische Spaltung der extrazellulären Domäne von FasL und 
deren Bindung an CD95 (6) erfolgt die Auslösung der Apoptose über den APO/Fas 
Signalweg (7). 
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Physiologisch bedeutet dieses Konzept, dass bei Endothelzellen nach Wegfall der in vivo 
wirkenden Kräfte Apoptose eingeleitet wird. Über diesen Mechanismus könnten 
Endothelzellen, die den Kontakt zu der sie umgebenden Extrazellulären Matrix verloren 
haben, geordnet entsorgt werden, bevor sie im Blutgefäß weiterwandern, an anderer Stelle 
anhaften und unkontrolliert proliferieren. Auch in der Angiogenese spielt die 
mechanosensitive Apoptoseinduktion möglicherweise eine regulierende Rolle. So könnten 
Blutgefäße, die zur Gewebsversorgung nicht mehr benötigt werden, vom Blutstrom 
abgeschnitten werden. Die fehlende gerichtete Kraft sorgt dann über den beschriebenen 
Signalweg für einen kontrollierten Abbau des überflüssigen Gefäßes. Somit trägt die 
mechanosensitive Apoptose vaskulärer Endothelzellen zur Aufrechterhaltung eines 
Gleichgewichts von Auf- und Abbau zur Gefäßversorgung benötigter Blutgefäße bei.  
 
Allerdings greift dieser Mechanismus auch bei Gefäßveränderungen im Zuge von Herz-
Kreislauf-Erkrankungen. Die Ausbildung von Fettstreifen in der Arterienwand und die 
Versteifung der Gefäßwände führt dazu, dass in diesen Regionen die Wirkung einer 
gerichtete mechanische Kraft durch den laminaren Blutstrom und der pulsierenden 
Kontraktion der arteriellen Glatten Gefäßmuskeln gestört ist. Die daraus folgende Apoptose 
der Endothelzellen befeuert nun das Wachstum des sich ausbildenden arteriosklerotischen 
Plaques. Neben einer erhöhten Thrombozytenaggregation an das geschädigte Gefäß führt 
eine Sezernierung von Wachstumsfaktoren wie PDGF-A zur Proliferation der intimalen 
Glatten Gefäßmuskelzellen in das Gefäßlumen und zur Ausbildung einer Neointima. Im 
weiteren Verlauf dieses Prozesses kommt es zu einer starken Verengung des 
Gefäßquerschnitts, die in einer Stenose enden kann.  
Somit spielt die mechanosensitive Apoptoseinduktion makrovaskulärer Endothelzellen auch 
eine entscheidende Rolle im Krankheitsverlauf von Herz-Kreislauferkrankungen, die in den 
westlichen Industrieländern zu den häufigsten Todesursachen zählen.  




Im Zuge dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass eine Aktivierung des 
multimolekularen Rezeptorkomplexes aus CD47 und Integrin αVβ3 durch eine 
Konformationsänderung von CD47 eine essentielle Voraussetzung für die mechanosensitive 
Apoptoseinduktion vaskulärer Endothelzellen ist. In weiterführenden Studien wäre nun von 
Interesse, wie der Rezeptorkomplex aktiviert wird und ob diese Aktivierung von der 
Mikroumgebung abhängig ist. Dabei sollte die Lokalisation von CD47 und αVβ3 in 
Cholesterin-reichen Membranmikrodomänen unter verschiedenen Strömungsbedingungen 
untersucht werden und wie sich diese Umgebung auf die Konformation von CD47 auswirkt. 
Ferner spielt auch die Reizweiterleitung bis zur Expression des Fas Liganden eine Rolle. 
Hierbei ist neben der Bedeutung von heterotrimeren G-Proteinen an der Ausbildung des 
aktivierten Rezeptorkomplexes auch der weitere Signalweg bis zur Expression des Fas 
Liganden unbekannt. Eine gezielte Inhibition dieses Signalweges könnte auch ein Instrument 
zur Verhinderung der Apoptose vaskulärer Endothelzellen darstellen. 
Für den weiteren Verlauf des entdeckten Mechanismus ist noch nicht abschließend geklärt, 
ob der membranständige mFasL oder die hydrolysierte extrazelluläre Domäne sFasL für die 
Trimerisierung des Fas Rezeptors CD95 und somit die Einleitung des Zelltods verantwortlich 
ist. Dabei stellt sich die Frage, welcher der beiden möglichen APO/Fas Signalwege hier 
Apoptose auslöst. mFasL führt in Signalweg I zur Ausbildung von ausgedehnten 
Todesrezeptorclustern, die über die hohe lokale Konzentration von Caspase 8 direkt 
Apoptose induzieren können. Im Signalweg II, der vor allem durch sFasL aktiviert wird, 
erfolgt die Apoptoseauslösung über den Umweg des mitochondrialen Apoptosewegs, da die 
lokale Konzentration von Caspase 8 zu niedrig ist. Einem direkten Eingriff in den beteiligten 
APO/Fas Signalweg ist jedoch physiologisch nur bedingt anzuraten, da dieser Apoptoseweg 
einer der Hauptregulationsmechanismen des Immunsystems darstellt. Eine Inhibition des 
APO/Fas Liganden Systems hätte wahrscheinlich starke Nebenwirkung durch den Verlust 
der Kontrolle über die Immunabwehr in Form von Autoimmunerkrankungen zur Folge. 
Allerdings könnte eine Hemmung der Matrixmetalloproteinase-7 unter Umständen indirekt 
die Induktion von Apoptose inhibieren, da dabei die Hydrolyse von mFasL zu sFasL 
verhindert wird.   
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